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RÉSUMÉ
L’apoptose endothéliale est un évènement initial dans le développement de la
sclérose systémique. Cette pathologie fibrotique est associée au développement
d’un phénotype anti-apoptotique chez le fibroblaste et à une différenciation
myofibroblastique persistante. La relation mécanistique entre l’apoptose des
cellules endothéliales (CE) et la fibrose était, jusqu’à ce jour, mal définie. Nous
avons donc posé l’hypothèse que l’apoptose endothéliale initie la relâche de
médiateurs paracrins fibrotiques. Le milieu conditionné par des CE apoptotiques
(SSC) est en mesure d’induire un état de résistance à Ï’apoptose chez le fibrobiaste
et une différenciation myofibroblastique, le tout sous contrôle de l’activité
phosphatidylinositol-3 (P13) kinase. Un fragment du domaine V du perlécan a été
identifié comme l’un des médiateurs fibrotiques actifs présents dans le milieu SSC.
Des fibroblastes humains dérivés de lésions sclérodermiques sont plus sensibles à
l’activité anti-apoptotique des composantes retrouvées sur ce fragment (motif EGF
et sulfate de chondroïtine) que des fibroblastes contrôles normaux. Ces résultats
suggèrent qu’une apoptose endothéliale soutenue et/ou une sensibilité accrue des
fibroblastes aux médiateurs produits par des CE apoptotiques pounaient être à la
base des processus de réparation infructueux caractéristiques aux pathologies
fibrotiques.
Mots clés
Remodelage fibrotique, survie cellulaire, Bim, Bel-Xi, myofibrobiaste, alpha
actine musculaire lisse, PI3K, perlécan, sulfate de chondroïtine
Iv
ABSTRACT
Endothelial apoptosis has been implicated as a primary event in systemic
scierosis. This fibrotic disease is associated with the development of an anti
apoptotic phenotype in fibroblasts and myofibroblast differentiation. Although,
the mechanistic interplay between apoptosis of endothelial ceils (EC) and fibrosis
remain largely undefined. We tested the hypothesis that endothelial apoptosis
initiate the releases of paracrine fibrogenic mediators. Medium conditioned by
apoptotic EC (SSC) inhibits apoptosis of fibroblast and induces myofibroblast
differentiation by a phosphatidylinositol-3 (P13) kinase dependant mechanism. A
fragment of the domain V of perlecan was identified as one of the active
fibrogenic mediators present in SSC. Human fibroblasts derived from systemic
scierosis skin lesions were found to be more sensitive to the anti-apoptotic activity
of the motifs present on this fragment (EGF motif and chondroitine sulfate) than
fibroblasts derived from normal controls. These results suggest that a sustained
increase in endothelial apoptosis and/or increased sensitivity of fibroblasts to
mediators produced by apoptotic EC could form the basis of a maladaptive healing
process characteristic of fibrotic diseases.
Key words
fibrotic remodeling, celi survival, Bim, Bd-Xi, myofibroblast, alpha smooth
muscle actin, PI3K, perlecan, chondroitine sulfate
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1. INTRODUCTION
2Ï.]. Ivfort Cellulaire Programmée
1.1.1. Aperçu
Il est aujourd’hui bien connu que la mort cellulaire programmée (MCP) est un
phénomène de suicide cellulaire essentiel au développement, au maintient et à
l’intégrité des organismes multicellulaires, ce qui assure l’homéostasie de l’être
vivant (1-4). En effet, la MCP permet d’assurer un équilibre entre les
composantes cellulaires d’un tissu/organe en répondant, avec l’aide d’une
machinerie moléculaire sophistiquée, à divers stimuli physiologiques,
pathogéniques ou cytotoxiques (5). De ce fait, un désordre au niveau des
mécanismes contrôlant le suicide cellulaire joue un rôle important dans la
pathogénèse d’un grand nombre de maladies (2, 4). À ce jour, plusieurs
recherches ont été effecttiées de façon à mieux comprendre la régulation
moléculaire de ce suicide cellulaire, mais elles en ont aussi démontré la complexité
du fait qu’il existe différentes voies parallèles d’auto-destruction dans une même
cellule (2). De plus, les effecteurs qui composent ces voies peuvent avoir des
actions indépendantes à la mort cellulaire programmée, voire même des actions
opposées comme sur la prolifération cellulaire (2). Par ailleurs, le destin de
chaque cellule est soumis aux types d’interactions qu’elle entretient avec les autres
cellules de l’organisme, laissant ainsi entrevoir l’existence d’un contrôle social.
En fait, l’équilibre entre la survie et la mort cellulaire permet une régulation du
nombre de cellules et un ajustement constant des différents types cellulaires qui
composent nos tissus/organes (6). Ce qui fait de la MCP un processus complexe,
régulée génétiquement, permettant aux êtres vivants multicellulaires une
adaptation efficace aux divers changements environnementaux. Il existe plusieurs
3types de mort cellulaire programmée (3, 7) dont la principale forme est dite
apoptotique, soit l’apoptose.
1.1.2. Apoptose
L’apoptose est la forme la plus caractérisée des MCP et est considérée comme
une mort cellulaire silencieuse permettant un retrait des cellules non désirées sans
initier de réaction inflammatoire, limitant ainsi les dommages à l’environnement
local (4, 8). Son exécution est caractérisée par des changements morphologiques
et biochimiques qui ont été observés pour la première fois par Kerr et aï. en 1972
où la cellule est décrite pour mourir et disparaître en 3 étapes bien définies:
l’engagement, l’exécution et l’élimination de la cellule (9). Durant l’apoptose, on
observe: condensation du noyati, du cytoplasme et de la chromatine (10),
fragmentation de l’acide désoxyribonucléique (ADN) (4, 11), formation de
protubérances au niveau de la membrane plasmique menant à la formation de
corps apoptotique et ce, tout en conservant l’intégrité membranaire (4, 9). Ceux-ci
peuvent alors être rapidement reconnus, phagocytés et digérés par les macrophages
ou cellules avoisinantes grâce à l’extemalisation des phosphatidylsérines au niveau
de la membrane plasmique de la cellule apoptotique, le tout sans réaction
inflammatoire (10, 12). L’apoptose est normalement associée à l’activation
d’endonucléases qui dégradent l’ADN chromosomique en fragments
nucléosomales de 50 à 300 kilobases et subséquemment en plus petits fragments
d’environ 180 paires de bases (13, 14). Ces nucléases responsables de la
fragmentation en échelle de l’ADN sont elles-mêmes activées par des protéases
activées spécialement dans les cellules apoptotiques : les caspases. Celles-ci sont
4responsables de plusieurs changements morphologiques au niveau de la cellule.
Leur activation est cependant soumise à la signalisation hautement régulée des
programmes apoptotiques de la cellule pouvant découler pricipalement de deux
voies la voie intrinsèque (ou mitochondriale) et la voie extrinsèque (ou récepteur
de mort) (15-17).
1.1.2.1. Les caspases
Les caspases (Cysteine ASPartyl-specific Pr0teASES) ont un rôle clé dans
l’exécution cellulaire (18, 19). Elles ont été hautement conservées au cours de
l’évolution et peuvent être retrouvées tout aussi bien chez l’humain, la souris ou le
nématode C.Elegans (18, 20). Les caspases jouent un rôle bien actif dans la mort
cellulaire, mais elles nécessitent un clivage protéolytique pour être activées. Cette
activation est souvent dépendante de l’activité protéolytique intrinsèque des
molécules zymogènes (pro-caspases) et ce pour des concentrations permettant une
auto-activation (21, 22). Les caspases sont donc constituées d’un pro-domaine de
longueur variable en N-terminal suivi d’une sous-unité p20 et d’une sous-unité
p10, ces deux dernières étant essentielles à la formation d’un hétérotétramère actif
(19, 23, 24). Les caspases errent dans la cellule sous forme de zyTnogènes inactifs
et sont activées par protéolyse au site spécifique Asp-X (21). La spécificité de la
caspase est déterminée par les quatre acides aminés placés en N-terminal du site de
clivage (25). La cascade protéolytique menant à la mort cellulaire est caractérisée
par l’activation des caspases initiatrices extrinsèques et intrinsèques
(respectivement la caspases-8 et la caspase-9) menant à l’activation de caspases
effectrices (caspase-3,-6,-7). Jusqu’à ce jour, plus d’une douzaine de caspases ont
été identifiées chez les mammifères dont les deux tiers semblent avoir une fonction
dans l’apoptose (18, 19), mais les interactions entre celles-ci sont loin d’être
complètement définies.
Les caspases effectrices disposent de plusieurs substrats ayant, une fois
spécifiquement reconnus et clivés, diverses influences sur le devenir de la cellule
apoptotique (1). Entre autres, on retrouve l’endonucléase responsable de la
fragmentation en échelle de l’ADN, la «Caspase-Activated DNase» (CAD).
L’activation de CAD est dépendante dtt clivage de sa sous-unité inhibitrice ICAD
(26) par la caspase-3 permettant ainsi la libération de la sous-unité catalytique (27-
29). Par ailleurs, le clivage des lamines nucléaires par les caspases entraînent une
réduction et un bourgeonnement du noyau (30, 31). Le clivage de fodrine et de
gelsoline, deux protéines du cytosquelette, sont impliquées dans l’externalisation
des phosphatidylsérines et la condensation nucléaire (32) tandis que le clivage de
PAK2, un membre de la famille des p21-kinases, engendre les protubérances
membranaires observées au niveau des cellules apoptotiques (33). Bien que
centrale à l’exécution de l’apoptose, l’activation des caspases est hautement
régulée que ce soit au niveau des voies intrinsèques ou extrinsèques par les
protéines qui composent ces voies les une favorisant l’apoptose et les autres
favorisant la survie de la cellule. Plusieurs de ces protéines sont regroupées sous
la famille des Bel-2.
1.1.2.2 La famille Bd-2
6La famille des gènes «B-cell lymphoma» (Bd) (34) regroupe plus de 20
membres (4) codant pour diverses protéines qui sont regroupées en trois groupes
fonctionnels: anti-apoptotique, pro-apoptotique à multidornaines et pro
apoptotique BH3-seul (35, 36). Les membres du groupe I de la famille des Bd-2
comme Bd-2, Bd-XI, Mcli possèdent une activité anti-apoptotique et sont
caractérisés par un alignement de quatre domaines conservés ayant des homologies
de séquences 3d-2 (3H), soient BH1 à BH4 (1). On les retrouve ancrés par leur
queue C-terminale riche en acides aminés hydrophobes au niveau de la surface
externe de la mitochondrie (4), occasionnellement au niveau du réticulum
endoplasmique (1, 37) et de l’enveloppe nucléaire (37). D’autres membres anti
apoptotiques dti groupe I comme Ai/Bfl-i ne possèdent pas le domaine
transmembranaire et se retrouvent dans le cytosol (4). Pour en revenir à 3d-XI
pltis spécifiquement, elle est une des protéines anti-apoptotiques les plus
caractérisées. Son rôle dans l’inhibition d’une grande variété de stimuli
apoptotiques, dont la bléornycine et l’étoposide, est bien connu (38, 39). Des
études de délétion génique (« knockout ») réalisées chez la souris ont montré que
la protéine Bcl-Xl est essentielle aux processus anti-apoptotique permettant le bon
développement des organes lors de l’ernbryogénèse (40). Bien qu’étant exprimée
dans plusieurs types de cellule, on retrouve une bonne concentration de protéines
Bcl-Xl au niveau de l’épiderme où elle semble y jouer un rôle dans la protection
de la peau contre l’apoptose induite par les rayons UV (Ultra-Violet) (41). Aussi,
Raina et al. ont récemment montré que l’expression de Bcl-Xl, sous contrôle de la
voie PI3K/Akt, est en mesure d’induire un phénotype anti-apoptotique chez des
fibroblastes (42). Le rôle intrinsèque de Bd-XI dans les processus apoptotiques
7s’établit à la mitochondrie où elle contrôle la stabilité de la membrane
mitochondriale de façon à bloquer la sortie du cytochrome c et les mécanismes qui
en découlent (43, 44). Bd-Xi a aussi été répertoriée comme étant capable de
bloquer l’activité de la caspase-3 et subséquemment la dégradation des lamines
nucléaires (45, 46). Les membres du groupe II de la famille des Bd-2 comme Bax
et Bak possèdent une activité pro-apoptotique, une ou pas de queue hydrophobe
permettant l’insertion membranaire en plus de contenir tous les domaines
d’homologie Bd-2 (3H) à l’exception de BH4 (35, 36). Bax, totit comme Bd-Xi,
est un important régulateur des processus apoptotiques dans plusieurs systèmes
cellulaires. Les dommages irréparables subis au niveau de l’ADN, ce dont il sera
question dans la prochaine section, entraînent couramment l’activation de p53.
Lorsque phosphorylée, p53 migre au noyau et engendre une augmentation de la
transcription de la protéine pro-apoptotique Bax (47, 48). Celle-ci sera alors en
mesure de se diriger à la mitochondrie pour favoriser la sortie du cytochrome c et
l’induction de l’apoptose. Par ailleurs, la protéine p53 possède aussi une activité
pro-apoptotique indépendante à la transcription génique du fait qu’elle peut agir au
niveau cytoplasmique en séquestrant Bd-Xi et en activant Bax. De leur côté, les
membres du groupe III de la famille 3d-2 ou BH3-seul ont comme particularité,
en plus de leur activité pro-apoptotique, d’avoir le BH3 comme unique domaine
d’homologie à Bd-2 (36). Bad, Bim et Bid font partie de ce troisième groupe (4).
Pour ce qui est de la protéine Bim, elle joue un rôle important lors de
i’embryogénèse et lors des processus de défense contre les réactions auto
immunes, contribuant ainsi à l’homéostasie de l’être vivant (49). En plus d’être
soumise au contrôle transcriptionnel, Bim est aussi régulée au niveau post
8traductionnel de par une séquestration de la protéine au niveau du cytosquelette et
ce, chez plusieurs types de cellules mammifères (49). En fait, la chaîne légère de
la dynéine (LC8) peut interagir avec la région N-terminale de certains isoformes
Bim (L et EL) de façon à inhiber leur propriété pro-apoptotique (50). Sous stress
apoptotique, Bim peut être libérée dans la cellule où elle ira inactiver les membres
anti-apoptotiques de la famille des Bd-2. D’une façon plus générale, l’ensemble
des protéines de la famille des Bd-2 est intimement relié à la régulation de la
sortie du cytochrome c à partir de la mitochondrie.
En effet, les membres de la famille Bd-2, bien que régulés par des interactions
protéine-protéine, sont principalement des régulateurs de l’apoptose via la voie
mitochondriale. En ce qui concerne les interactions protéine-protéine, il peut y
avoir homodimérisation de protéines de la même sous-famille ou
hétérodimérisation entre familles pro et anti-apoptotiques annulant l’un et l’autre
leur effet intrinsèque respectif (35, 36, 51). Le devenir de la cellule se résume
donc aux proportions relatives de protéines pro et anti-apoptotiques retrouvées
dans la cellule un excès de protéines pro-apoptotiques sensibilisera la cellule à
l’apoptose tandis qu’un excès de protéines anti-apoptotiques favorisera la survie de
la cellule (1).
1.1.2.3. Voie intrinsèque
La voie intrinsèque ou mitochondriale est activée suite à un stress génotoxique
qui endommage l’ADN et se caractérise par l’activation de la pro-caspase 9, la
caspase initiatrice de cette voie (16, 17). Les bris double brin de l’ADN sont
9perçus par des enzymes de la famille Phosphatidyllnositol 3-OH-kinase (ATM,
ATR et DNA-PK) qui, à leur tour, activent d’autres kinases (Chkl et Chk2)
placées en aval dans la cascade de signalisation, le tout ayant la propriété de
phosphoryler un résidu sérine à l’extrémité N-terminale de p53, une importante
protéine pro-apoptotique suppresseur de tumeurs (52). Ceci a pour effet
d’augmenter la fonction de transactivation de p53 et/ou d’inhiber l’interaction de
p53 avec MDM2 prévenant ainsi la dégradation de p53 (47, 4$). Il est bien connu
que p53 influence la transcription de certains membres de la famille Bd-2 dont
Bd-2 lui-même de par une diminution de son expression et Bax de par une
augmentation de son expression, soit deux phénomènes favorisant la mort
cellulaire (47, 48). La carence en sérum peut aussi activer la voie intrinsèque par
une stabilisation de p53 (53, 54).
La suite des événements converge vers la mitochondrie, souvent par des
protéines pro-apoptotiques, où il est possible d’observer une lutte entre les
membres pro et anti-apoptotiques de la famille Bd-2 ce qui affectera la
perméabilisation membranaire de la mitochondne (36, 51). Advenant une
concentration plus grande de protéines pro-apoptotiques à la surface de la
mitochondrie, il y aura relâche de certaines protéines à partir de l’espace
mitochondriale intermembranaire tel que le cytochrome c par des mécanismes
encore aujourd’hui grandement débattus (1, 55). Il est à noter que le cytochrome c
n’est pas le seul facteur pro-apoptotique libéré par la mitochondrie. Des molécules
de type Smac/DIABLO sont aussi relâchées dans le cytosol suite à un stimulus
apoptotique (56-5$). L’extrémité N-terminale de ces protéines leur permet de lier
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et d’inhiber les protéines inhibitrices de l’apoptose : les lAPs (< Inhibitor of
Apoptosis Proteins ») de par une liaison à leurs domaines BIR (< Baculovirus IAP
Repeat) (59) normalement utilisés par les lAPs pour s’associer aux diverses
caspases de façon à les inhiber (60). L’apoptose survient donc généralement
lorsque les niveaux de Smac/DJABLO sont suffisamment élevés de façon à
séquestrer les lAPs et permettre subséquemment l’activation des caspases. La
mitochondrie, sous stress apoptotique, peut aussi relâcher dans le cytosol une
flavoprotéine AIF (« Apoptosis Inducing Factor ») qui possède une activité
apoptotique méconnue (61), mais qui semblerait faire partie d’un programme de
mort cellulaire programmée caspase indépendant (62). En fait, AW peut migrer de
la mitochondrie au noyau causant par la suite une condensation de la chromatine et
une fragmentation à grande échelle de l’ADN nucléaire (57). Par ailleurs, une
nucléase connue sous le nom d’Endo G (endonucléase G) (56) et quelques
molécules de caspases, dont les pro-caspases 2,3 et 9 (63), peuvent aussi être
libérées de l’espace intermembranaire de la mitochondrie soumise à un stress
apoptotique. Une fois relâchée dans le cytosol, l’EndoG, qui possède une activité
indépendante à l’activation des caspases, est en mesure d’induire une
fragmentation de l’ADN nucléosomale (28, 29, 56, 64).
En ce qui concerne l’activation de la caspase-9, elle nécessite l’apport d’un
complexe macromoléculaire formé suite au stimulus apoptotique et composé du
cytochrome c, d’Apaf-l, de procaspases-9 et d’ATP/dATP (Adénosine
TriPhosphate), ce qui forme l’apoptosome (65-67). Ce complexe protéique permet
ensuite l’activation de la caspase-3 effectrice qui enclenchera une cascade
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d’activation des caspases-2-6-7 et -10 permettant ainsi les changements
morphologiques et biochimiques caractéristiques à l’apoptose comme, par
exemple, le clivage des lamines nucléaires qui engendre la condensation et le
bourgeonnement nucléaire (30, 31). Apaf-1 est une protéine d’échafaudage
homologue à Ced-4 chez C.Etegans (68) qui possèdent des domaines CARD
(« Caspase Activation Recruitment Domain ») en N-terminal leur permettant
d’interagir avec les domaines CARD des caspases pour faciliter leur activation
(68). En effet, dans le cas où la concentration en zymogènes n’est pas suffisante
pour permettre l’activité auto-catalytique, l’activation des caspases nécessite ce
type de protéines d’échafaudage telle que Apaf-1 (69, 70). D’autres homologues à
Ced-4 ont aussi été retrouvés chez les mammifères comme Nodi et Nod2 (71, 72)
et Ipaf(73).
L’activation de la voie apoptotique intrinsèque par une cellule en désir de
mourir peut être fortement influencée par les membres pro-apoptotiques de la
famille des Bel-2 qui peuvent, quant à eux, être régulés par la voie
phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K)/Akt (74).
1.1.2.4. Voie extrinsèque
Des signaux pro-apoptotiques extracellulaires peuvent aussi être captés par la
cellule initiant ainsi un processus de mort cellulaire programmée récepteur
dépendant ou plus communément appelé voie apoptotique extrinsèque (75). Cette
voie de signalisation menant à l’apoptose est initiée par la liaison d’un ligand à son
récepteur spécifique de mort cellulaire comme, par exemple, l’interaction
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fas/FasL. Cette liaison permet ensuite l’initiation de la cascade d’activation des
caspases via la caspase initiatrice de cette voie, c’est-à-dire la caspase-8 et ce, dans
certains cas, sans l’apport de la mitochondrie (76). En fait, la liaison du ligand à
son récepteur, qui possède un domaine DD (« Death Domain »), engendre la
formation d’un complexe de signalisation de mort cellulaire (1). Celui-ci permet
ensuite le recrutement de protéines adaptatrices possédant des domaines DD et
DED (« Death Effector Domain ») comme, par exemple, FADD (« fas Associated
Death Domain protein ») (1). Cette dernière est en mesure de recruter des
molécules de procaspase-8 via leur domaine DED et d’en favoriser l’accumulation
de façon à promouvoir, selon le modèle d’induction des caspases par proximité,
leur auto-activation grâce à leur activité de clivage intrinsèque (77). S’en suivra
ensuite l’activation de la caspase-3 effectrice, soit un point de convergence entre la
voie apoptotique intrinsèque et extrinsèque, qui activera la cascade des caspases et
subséquemment le clivage des substrats propres aux différentes caspases. Il y aura
ensuite apparition des changements morphologiques et biochimiques
caractéristiques de l’apoptose (7$). Il existe aussi un autre point de convergence
entre les voies apoptotiques intrinsèques et extrinsèques utilisé par la cellule pour
amplifier un signal apoptotique extracellulaire avec l’aide de la mitochondrie (79).
En effet, la protéine Bid, un membre pro-apoptotique dc la famille des Bd-2 (75)
peut être clivée par la caspase-8 pour générer tBid (Bid tronquée) qui pourra alors
migrer du cytosol à la mitochondrie où elle ira s’insérer (57, $0). Il y aura alors
compétition à la surface de la mitochondrie avec les autres membres de la famille
des Bd-2 où tBid agira comme facteur pro-apoptotique favorisant la sortie du
13
cytochrome c (81). Un schéma global des voies apoptotiques est présenté à la
figure 1.
1.1.3. Autres types de mort cellulaire programmée
Certaines cellules ont l’habileté exceptionnelle de survivre malgré l’activation
de caspases pro-apoptotiques démontrant ainsi la flexibilité des programmes de
mort cellulaire (82-86). Ces évènements, qui font l’objet de plus en plus de projets
de recherche, supportent aussi l’idée que la simple activation des caspases n’est
pas suffisante à l’induction de la mort cellulaire programmée dite apoptotique (3).
Nous retrouvons, par contre, d’autres types de mort cellulaire programmée dite
non-apoptotiques, comme l’apoptose-apparentée et la nécrose-apparentée, qui
peuvent posséder quelques caractéristiques de l’apoptose classique. Dans un
premier temps, l’apoptose-apparentée se caractérise par une légère condensation
de la chromatine en plus d’extérioriser les marqueurs de phagocytose avant la
formation des corps apoptotiques, ce que ne fait pas la cellule apoptotique normale
(3). De plus, plusieurs modèles de mort cellulaire apoptose-apparentée n’utilisant
pas l’activation des caspases pour parvenir à leur fin se retrouvent dans cette
catégorie (82, $7). À cet effet, certaines analyses ont révélé des boursouflures au
niveau de la membrane plasmique de cellules mourantes où il n’y avait pas
d’activité caspase ($2, $8). Dans un deuxième temps, la nécrose-apparentée est
caractérisée principalement par l’absence de condensation de la chromatine et
l’utilisation de caspases indépendantes aux programmes apoptotiques normaux
(ex. :caspases-1-11-12-14) (23). L’activation de la caspase-8 a cependant déjà été
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Figure 1. Schéma global des voies apoptotiques. Du côté de la voie intrinsèque, le
bris de l’ADN est perçu par des kinases spécifiques (ATM/ATR et DNA-PK) qui
favoriseront l’activation de p53. Ceci aura pour effet de favoriser l’expression de
Bax et l’inhibition de l’expression de Bd-2. S’en suivra une perméabilisation de
la membrane mitochondriale, une sortie du cytochrome c en plus des protéines
Smac/DIABLO, AIF et EndoG. Le cytochrome e sera en mesure de former
Casp - + Procaspase-3
Substrats des caspases
Lamines Gelsoline
Fodrine CAD PAK2
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l’apoptosome avec Apaf-l, caspase-9 et de l’ATP, ce qui mènera à l’activation de
la caspase effectrice-3 et subséquemment à la cascade de caspases menant à
l’activation de leurs substrats spécifiques. Du côté de la voie extrinsèque, la
liaison d’un ligand pro-apoptotique à son récepteur de mort cellulaire spécifique
(ex.: FasL/Fas) favorisera le recrutement et l’activation des procaspases-8 selon le
modèle d’autoactivation par proximité. Cette caspase a à la fois la propriété
d’activer directement la caspases effectrice-3 où de tronquer (et donc activer) la
protéine pro-apoptotique Bid qui viendra favoriser la perrnéabilisation
mitochondriale. La relâche des facteurs à partir de la mitochondrie est dépendante
de la présence des membres de la famille Bel-2 à la surface membranaire où une
concentration supérieure en membres pro-apoptotiques favorisera l’apoptose.
Quant à l’activation des caspases, elle peut être influencée par les lAPs qui, de
leur côté, sont régulées par les protéines de type Smac/DIABLO. Les lAPs
peuvent à la fois bloquer la formation de l’apoptosome et l’activation de la caspase
effectrice-3.
j
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observée dans ce type de MCP ($9). On retrouve aussi, comme MCP, un sous-
groupe de mécanismes classé comme «apoptose interrompue» où le programme
apoptotique standard est mis en route, interrompu au niveau des caspases et
finalement terminé par des voies alternatives caspases indépendantes (90).
D’autres protéines ont aussi été identifiées comme étant capable d’induire une
MCP non-apoptotiqtie : les cathepsines et ce, avec ou sans l’apport des caspases
(91). Cependant ces protéases ont aussi été impliquées dans l’induction de
l’apoptose (92). Les cathepsines sont nonTialernent confinées dans les lysosomes
où elles ont des fonctions de dégradation, mais sont capables d’induire, suite à une
sortie dans le cytosol, des changements pro-apoptotiques au niveau de la
mitochondrie (91). Les cathepsines D (93), 3 (94, 95) et L (96) ont été
répertoriées comme facteurs impliqués dans les processus de mort cellulaire, ayant
des impacts sur le clivage de la protéine Bid et sur la perméabilisation de la
mitochondrie et donc sur la sortie du cytochrome e. Par ailleurs, tel que mentionné
plus haut, AIF et EndoG peuvent aussi être considérées comme des protéines
induisant une MC? non-apoptotique.
1.1.4. Nécrose
La nécrose n’est pas considérée comme un processus de MCP puisqu’en fait,
elle est un type de mort accidentelle non régulé qui ne peut être arrêtée que par le
retrait du stimulus de départ (3). La nécrose se caractérise par un gonflement du
noyau, des organelles et du volume cellulaire (30 à 50% d’augmentation) (97)
accompagnée d’une perte de la perméabilité membranaire ce qui mènera à la lyse
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de la paroi cellitlaire (3, 9$). Ceci peut être causé suite à l’exposition des cellules
à de grandes concentrations de détergents, d’oxidants, d’ionophores ou tout
simplement suite à une insulte pathologique de forte intensité (arrêts/attaques
cardiaques) (99); le tout ayant pour effet le déversement du contenu intracellulaire
dans l’environnement local entraînant du même coup une réponse inflammatoire
(90).
1.1.5. Désordres de la mort cellulaire
La nécrose est une mort accidentelle et pro-inflammatoire souvent retrouvée
suite à un stimulus physique de forte intensité. Puisque la nécrose représente une
mort cellulaire non régulée, il est difficile d’y associer des désordres
physiologiques qui viendraient compromettre son comportement déjà irrégulier. À
l’opposé, la MCP apoptotique est régulée et impliquée dans la plupart des
processus de mort cellulaire physiologique. L’apoptose joue un rôle important,
surtout au cours du développement foetal et adctlte, dans le contrôle de
l’homéostasie tissulaire. Cependant, des désordres dans les mécanismes de
l’apoptose contribuent au développement de plusieurs maladies, incluant celles où
l’on retrouve un excès de cellules (cancer, sclérose systémique) ou un manque de
cellules (infarctus du myocarde ou maladies neurodégénératives Alzheimer,
Parkinson, Huntington) (4, 100). Il devient donc important de bien comprendre les
mécanismes régulant l’apoptose de façon à développer des agents thérapeutiques
qui pourront stimuler ou inhiber les processus apoptotiques et subséquemment
favoriser le rétablissement des désordres reliés à la mort cellulaire.
I8
L2 Insulte Vascuictire, Réparation et fibrose
1.2.1. Aperçu
La mort des cellules de la paroi vasculaire comme les cellules endothéliales
(CE), les cellules musculaires lisses (CML) et les fibroblastes est un phénomène
important dans la pathogénie de nombreuses maladies, dont les plus courues sont
celles d’ordre cardio-vasculaire (101). Parmi les structures vasculaires,
l’endothéliurn, qui est composé principalement de cellules endothéliales, est le
plus exposé à des agressions de toutes natures et représente souvent le point de
départ des phénomènes de réparation (101, 102). Ainsi, les mécanismes de
réponse à l’instille initialement activés au niveau de l’endothélium se propagent
souvent, selon l’intensité ou le type d’insulte, vers les autres couches de la paroi
vasculaire (103). Les mécanismes de réparation alors activés de part et d’autre de
la paroi se résument ainsi dysfonction de l’endothélium, infiltration de cellules
inflammatoires, prolifération cellulaire locale (CML et fibroblastes),
différenciation de fibroblastes en myofibroblastes, sécrétion d’éléments de la
matrice extracellulaire (MEC) et finalement l’apoptose des cellules excédentaires
(104-109). Ces processus sont donc mis en marche de façon à favoriser un
remodelage positif (sans fibrose) de la paroi vasculaire ce qui permettra
ultimement de retrouver un endothélium structuré et fonctionnel (110). Plusieurs
pathologies comme l’athérosclérose et la sclérose systémique sont caractérisées
par un remodelage négatif de la paroi vasculaire ou des cellules spécialisées sont
responsables de l’épaississement et de la dysfonction du tissu en réparation (103,
111). Un de ces types cellulaires spécialisés est le rnyofibroblaste, un type
cellulaire normalement transitoire aux processus de réparation, mais qui peut aussi
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être responsable d’ttne sécrétion excessive de MEC l’impliquant ainsi dans la
formation néointimale, le remodelage vasculaire pathologique et la fibrose (112-
116). Les lésions ou dys fonctions au niveau de I’endothélium peuvent donc
déstabiliser la structure organisée de la paroi vasculaire et être source d’une
réponse inflammatoire non désirée (103).
1.2.1.1. Apoptose des cellules endothéliales
Les désordres vasculaires résultant d’une dysfonction des cellules endothéliales
peuvent être causés par une grande variété de stimuli incluant les pathogènes
infectieux, les agents cytotoxiques et les mécanismes pathophysiologiques médiés
par une réponse immunitaire (117). La dysfonction des cellules endothéliales se
caractérise, entre autres, par l’activation de l’apoptose et d’une réaction auto-
immune anormale (117). Plus précisément, le comportement des cellules
endothéliales s’en trouve affecté et a pour conséquences d’augmenter leur
propriété adhésive et leur perméabilité membranaire, d’induire la production de
facteurs procoagulants, de molécules vasoactives, de cytokines et de facteurs de
croissance, le tout ayant influence sur l’environnement local (118). En situation
normale, les cellules endothéliales peuvent, selon les conditions de
l’environnement, générer des molécules effectrices qui inhibent la thrombose,
l’inflammation, la tonification vasculaire et le remodelage vasculaire (119). Un
bon exemple de maladie liée à tine dysfonction endothéliale pathologique est
l’athérosclérose, caractérisée par le développement d’une réponse inflammatoire
progressive suite à l’accumulation de lipides et d’éléments fibreux dans les artères
moyennes et larges (119). 11 existe plusieurs facteurs de risque répertoriés pour
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l’athérosclérose comme l’hyperglycémie, les LDL (< Low Density Lipoprotein »)
oxydées et l’hypertension qui ont la caractéristique commune d’induire l’apoptose
des cellules endothétiales (119-121). Par ailleurs, il existe d’autres facteurs qui ont
la propriété d’induire l’apoptose des cellules endothéliales dont l’oxyde nitreux
(NO) (122), les auto-anticorps (123) et les facteurs de risque reliés à la
transplantation d’organes, qu’ils soient d’ordre aigu ou chronique (101).
1.2.1.1.1. NO
L’oxyde nitreux (NO) est une molécule endogène ayant des propriétés
vasodilatatoires, anti-athérogéniques et se retrouve donc impliquée dans des
mécanismes modulant les fonctions de la paroi vasculaire (119, 124). À des
concentrations nanomolaires, donc sous les niveaux basaux, NO protège les
cellules endothéliales contre les stimuli apoptotiques tels que le TNF-a (< Tumor
Necrosis factor-a »), la carence en sérum et l’hypoxie (124). Au contraire, à des
concentrations de NO de l’ordre du micromolaire, concentration retrouvée durant
les processus inflammatoires, les cellules endothéliales deviennent apoptotiques
(124-126). L’importance de l’apoptose endothéliale induite par le NO est
aujourd’hui reconnue cliniquement comme facteur important dans les dysfonctions
endothéliales contribuant à l’athérosclérose et aux pathologies associées à la
transplantation vasculaire (127-130). Les études réalisées sur les mécanismes
d’induction de l’apoptose par le NO ont révélé une participation importante de la
mitochondrie chez les cellules endothéliales (122). Une exposition prolongée des
CE à de hautes concentrations de NO inhibe la respiration mitochondriale en
inhibant la cytochrome oxydase (complexe IV de la chaîne respiratoire
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mitochondriale) résultant en une augmentation de la perméabilité membranaire et
une sortie du cytochrome e dans le cytosol. S’en suivra la cascade de caspases
initiée par la caspase-9 suite à la formation de l’apoptosome et menant aux
changements morphologiques et biochimiques caractéristiques à l’apoptose (122).
1.2.1.1.2. Facteurs de risque pour la transplantation
Lors de greffes d’organes, les cellules endothéliales de la paroi vasculaire
représentent la première cible de la réponse humorale et cellulaire en raison de leur
position stratégique à l’interface entre le tissu greffé et le sang du receveur (131).
En plus de l’ischémie froide et de l’âge qui représentent des facteurs contribuant à
l’apoptose des cellules endothéliales lors de transplantations, les anticorps
circulant et les effets cytotoxiques des cellules immunitaires du receveur sont
causes de perturbations vasculaires au niveau de l’endothélium du greffon (131).
Dans certains cas de rejet (principalement chronique), la cellule endothéliale est
détruite, en présence du système du complément, par des anticorps anti-cellules
endothéliales causant ainsi une dysfonction de l’endothélium et de la paroi
vasculaire (101). Les dysfonctions endothéliales sont ensuite entretenues et
progressivement aggravées par l’accumulation locale de macrophages et de
lymphocytes T cytotoxiques (101). Dans le cas d’une dysfonction endothéliale
chronique, le rejet peut être caractérisé par une accumulation excessive de CML
dans la vascularisation entraînant ainsi une dysfonction progressive de l’organe
greffé (132, 133).
1 .2.1.1.3. Anticorps anti-cellules endothéliales
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Ces dysfonctions de l’endothélium sont dues, en partie, à l’activation anormale
du système immunitaire où des anticorps anti-cellules endothéliales (AACE) sont
produits par l’organisme causant ainsi de graves maladies auto-immunes comme la
sclérose systémique (SSc) (117, 123). Bordon et al. ont ainsi démontré, in vitro,
que les AACE, présents chez les patients atteints de SSc, représentent l’un des
facteurs responsables de 1’ externalisation des résidus phosphatidylsérines au
niveau de la membrane plasmique des cellules endothéliales, soit une
caractéristique de l’apopotse (123). Ceci a aussi été démontré in vivo par Worda et
aÏ. (134). Par ailleurs, Lin et al. ont démontré dernièrement que la présence de
AACE peut induire, via un mécanisme mitochondrial NO dépendant, l’apoptose
des cellules endothéliales (117). Le stimulus de départ induisant cette production
d’auto-anticorps est encore aujourd’hui méconnu, mais certaines études laissent
croire que certains anticorps conçus pour répondre à une infection virale pourraient
réagir en croisé avec des antigènes natifs (135).
1.2.1.2. Réparation vs Fibrose
L’établissement de la fibrose suite à l’apoptose des CE demeure, encore
aujourd’hui, une problématique de recherche répandue. Cependant, plusieurs
hypothèses tendent à dire que l’excès ou la chronicité de l’insulte au niveau de
l’endothélium résulte en une inflammation excessive de la paroi vasculaire dont
l’une des principales caractéristiques est le développement d’une réponse
fibroproliférative chez les CML et fibroblastes avoisinants (103, 136). Dans un
cadre de réparation normale, que ce soit au niveau vasculaire, pulmonaire ou
dermique, les mécanismes de guérisons activés par l’organisme mènent à la
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guérison du tissu endommagé et ce, sans conséquence néfaste. C’est-à-dire: il y a
insulte au niveau de l’endothéliumlépithélium, formation d’un tissu de réparation,
prolifération cellulaire et différenciation myofibroblastique, production de
protéines de la MEC et disparition des fibroblastes et myofibroblastes par apoptose
suite à la cicatrisation (103, 112, 113, 136). Cependant, il existe des situations
pathologiques comme la fibrose pulmonaire, rénale et la sclérose systémique où
une différenciation persistante de fibroblastes en myofibroblastes et un manque
d’apoptose durant la phase finale de réparation contribuent à la déformation et à la
dysfonction du tissu initialement endommagé (137). En effet, la présence de ces
types cellulaires contribue à une production excessive d’éléments de la MEC,
majoritairement du collagène, et peut se perpétuer sur plusieurs années (137). La
ligne est donc mince entre un processus de réparation bénéfique ou néfaste induit
suite à un dommage à I’endothélium. Encore une fois, la chronicité de l’insulte au
niveau des cellules endothéliales est l’une des hypothèses les plus en vogue quant
aux mécanismes initiant la fibrose.
1.2.2. Pathologies reliées à une dysfonction de l’endothélium
Les dysfonctions de l’endothélium sont responsables de nombreuses
pathologies, mais plusieurs d’entre-elles se caractérisent par le développement
d’une réponse fibrotique comme on le retrouve au niveau de l’athérosclérose;
maladie bien décrite dans la littérature. La réponse fibrotique ou fibrose survient
en association avec l’acquisition d’un phénotype anti-apoptotiqtie chez les
fibroblastes et par une différenciation persistante de fibroblastes en
myofibroblastes (112).
24
Brièvement, l’athérosclérose est un processus pathologique se déroulant en
plusieurs étapes suite à une dysfonction de l’endothélium induite par les facteurs
de risque pour l’athérosclérose ci-haut mentionnés; tous étant reconnus pour
induire l’apoptose chez les cellules endothéliales (119). Ceci a pour effet de
stimuler un état pro-thrombotique et pro-adhésif favorisant respectivement
l’agrégation plaquettaire à la surface de l’endothélium et la transmigration de
monocytes à travers la paroi vasculaire (119, 138). La suite des évènements se
caractérise par une prolifération et une résistance à I’apoptose des cellules de la
paroi comme les CML et les fibroblastes menant à l’épaississement du tissu
vasculaire et la formation néo-intimale. S’en suivra une production d’éléments
fibreux au niveau de la MEC et une accumulation de lipides extracellulaires
pouvant alors former des plaques fibrotiques potentiellement dangereuses à
l’occlusion des artères (119, 138, 139). En effet, la plaque athérosclérotique
devenant de plus en plus grosse, suite à la chronicité de l’insulte, peut se détacher
pour former des thrombus qui pourraient bloquer la circulation sanguine et causer
des problèmes cardio-vasculaires, par exemple (119).
Dans une même suite d’idées, la microangiopathie thrombotique (MT),
initialement introduite par Symmers en 1952, définie aussi un phénomène de
réponse à l’insulte se caractérisant par une lésion endothéliale et l’épaississement
de la paroi vasculaire, principalement au niveau des artérioles et des capillaires
(140). L’apoptose des cellules endothéliales est ici reconnue comme un facteur
central causant la MT (132, 141-145). Brièvement, l’insulte endothéliale initiale
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entraîne une mort et un détachement des cellules endothéliales de la membrane
basale qui, dans le cas d’un processus chronique, mènera à une accumulation de
CML, de fibroblastes et de myofibroblastes favorisant ainsi une réparation
pathologique à caractère fibrotique (133, 146-148). La MT est très bien
caractérisée au niveau de la microvascularisation rénale où il est aussi possible
d’observer initialement une augmentation de l’agrégation plaquettaire favorisant la
formation de rnicrothrombi (133, 149, 150). Des phénomènes d’anémie
microangiopathique, de thrombocytopénie et de dysfonctions rénales progressives
pourront alors être observés chez les individus atteints. Encore ici pour la MT,
c’est la chronicité de l’insulte (ou l’exagération de la réponse à l’insulte) qui rend
l’apoptose des cellules endothéliales potentiellement pathologique au sens où des
mécanismes de réparation infructueux peuvent être activés.
Il existe bien d’autres pathologies reliées à une dysfonction de l’endothéÏium
où la réponse fibrotique engendrée suite à l’insulte est aussi importante qu’en
athérosclérose ou en microangiopathie thrombotique, mais où le rôle des
fibroblastes est plus déterminant comme on le retrouve avec la sclérose
systémique.
1.2.2.1. Sclérose Systémique (SSc)
La SSc est un désordre auto-immun évoluant en plusieurs étapes et caractérisé
initiallement par des changements pathologiques d’ordre fibrotique au niveau de la
peau et plus tardivement au niveau du système vasculaire et de divers organes tels
que les poumons, le coeur et les reins (136, 151, 152). En SSc, on retrouve
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premièrement des anormalités du système vasculaire au niveau des cellules
endothéliales qui mènent au développement d’un phénotype anti-apoptotique chez
le fibroblaste (152, 153). À cet effet, les perturbations vasculaires perçues au
niveau des CE (surtout en ce qui attrait au tonus vasculaire) précèdent les autres
changements caractéristiques à la SSc. Des médiateurs comme l’endothéline, le
NO, les LDL oxydés, les facteurs vasculaires cytotoxiques (AACE), l’hypoxie et
les stress physiques sont en mesure d’induire une dérégulation de l’homéostasie
vasculaire au niveau des cellules endothéliales. Tous ces facteurs ont, par ailleurs,
été répertoriés comme éléments déclencheurs potentiels dans la pathogénèse de la
SSc (154-156). Donc, suite aux dommages à l’endothélium, il y a infiltration
périvasculaire de cellules inflammatoires mononucléaires et migration des
fibroblastes avoisinants. finalement, il y a accumulation excessive de collagène et
autres éléments de la MEC, favorisant ainsi la fibrose au niveau du tissu (157). A
cet effet, il est connu que les fibroblastes de patients atteints de SSc produisent, en
culture, davantage de collagène (type I et III) que des fibroblastes contrôles
normaux (158). Plusieurs hypothèses présentes dans la littérature suggèrent aussi
que les mécanismes pathogéniques présents en SSc favorisent la croissance et la
survie de deux sous-populations cellulaires pro-fibrotiques les fibroblastes et les
rnyofibroblastes (159-161). Ces derniers, une forme de fibroblastes différenciés,
sont d’ailleurs présents dans les tissus de patients atteints de SSc et sont impliqués
dans la production excessive de MEC (162, 163). En fait, même si les
mécanismes exacts impliqués dans la pathogénèse de la SSc sont encore
méconnus, on sait qu’ils incluent des processus d’inflammation, des attaques auto-
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immunes et des dommages vasculaires menant à l’activation des fibroblastes (164,
165).
Bien que le rôle important des fibroblastes soit reconnu en SSc, les
mécanismes permettant à ce type de cellule de résister aux stimuli apoptotiques ne
commencent qu’à être élucidés (163, 166). Récemment, mn et al. ont découvert
une augmentation de l’activité Akt chez des fibroblastes issus de patients atteints
de SSc en comparaison avec des fibroblastes issus de patients normaux (136)
Akt (aussi appelé PKB Protein Kinase B) est un substrat de la PI3K et est un
important régulateur de la prolifération, du métabolisme et de la survie de
plusieurs types cellulaires (167). Cette protéine, lorsque phosphorylée et activée, a
une capacité d’action pouvant agir à la fois dans le noyau au niveau de la
transcription de certains gènes apoptotiques et dans le cytoplasme au niveau des
cascades de signalisation protéique (136). De plus, certaines hypothèses tendent à
croire que la voie de signalisation PI3KIAkt pounait aussi être responsable de la
différenciation du fibroblaste en myofibroblaste (168). En ce qui attrait à la
production excessive de collagène retrouvée chez les gens atteints de SSc, Asano
et al. ont récemment démontré que la voie de signalisation PI3KJAkt est impliquée
dans l’expression de collagène Œ2(I) chez les fibroblastes sclérodermiques (169).
Toutes ces informations font donc de la voie PI3KJAkt un suspect potentiel quant
à l’établissement de la fibrose suite à une insulte endothéliale chez les gens atteints
de SSc.
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Les anormalités du système vasculaire perçues initialement ati niveau des CE
qui sont responsables du déclenchement de la réponse fibrotique en $Sc sont plutôt
d’ordre apoptotique. Plusieurs évidences suggèrent que l’apoptose des cellules
endothéliales représente le premier événement perçu en SSc (136, 151).
L’augmentation de l’apoptose endothéliale a été la première anormalité
microvasculaire repérée avant l’initiation des changements fibrotiques chez un
modèle animal atteint de SSc (151). Par ailleurs, les AACE, reconnus pour induire
l’apoptose des CE (123, 134), sont présents chez une grande majorité de gens
atteint de SSc. On peut donc supposer que l’apoptose des cellules endothéliales
induit une réponse paracrine pro-fibrotique sur son environnement par des
mécanismes encore aujourd’hui à l’étude. On sait cependant que les interactions
cellule-cellule et cellule-MEC permettant une production et une relâche de
diverses cytokines sont responsables de l’acquisition du phénotype anormal chez
le fibroblaste sclérodermique qui se caractérise par des activités pro-prolifératives
et anti-apoptotiques. Quelques cytokines potentiellement pathogéniques dans le
développement de la fibrose en SSc sont connues (TGF-B1, PDGF et bFGF) et
certaines d’entre elles peuvent à la fois être générées par les CE et les fibroblastes
en plus d’être mobilisées par ces mêmes cellules à partir de la MEC (170). Ceci
met d’autant plus l’emphase stir les interactions existantes entre les fibroblastes et
la MEC et sur les protéines membranaires (comme les intégrines et les
protéoglycans de surface) qui sont responsables de la liaison de la cellule à son
environnement. On est loin de bien comprendre le développement de la SSc, mais
l’apoptose endothéliale s’avère être un facteur initiateur important dans
l’activation d’une réponse fibrotique. Les relations mécanistiques reliant
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l’apoptose des cellules endothéliales à la fibrogénèse sont cependant toujours
méconnues. Chose certaine, l’apoptose des CE n’est pas silencieuse et affecte
définitivement son environnement. Entre autres, les composantes du système
vasculaire.
1.3. Système vasculaire
Comme nous venons de le constater, la mort des cellules de la paroi vasculaire
peut être impliquée dans une multitude de pathologies qui affectent à la fois les
vaisseaux sanguins du système vasculaire et à la fois les tissus qui en sont irrigués.
Les vaisseaux sanguins forment un réseau de conduits qui transportent le sang loin
du coeur, l’acheminent jusqu’aux tissus de l’organisme et le retournent au coeur.
Les artères sont des vaisseaux élastiques qui transportent le sang du coeur aux
tissus et qui ont la capacité de se ramifier en artérioles, puis en capillaires. Les
capillaires, vaisseaux microscopiques, permettent l’échange de nutriments,
d’oxygène et de déchets métaboliques au niveau des tissus. La structure des
capillaires convient merveilleusement bien à ce rôle leurs parois sont composées
d’une seule couche de cellules endothéliales (endothélium) et d’une membrane
basale et sont donc pius perméables et permissives aux échanges de substances
nutritives et métaboliqttes. Puis, en quittant le tissu, les capillaires se regroupent
en petites veines, en veinules et finalement en veine pour le retour au coeur (171).
4 1.3.1 Composantes des vaisseaux sanguins
La structure morphologique des artères comme des veines, de la lumière
(centre creux où le sang circule) vers la périphérie, est essentiellement constituée
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de trois tuniques : l’intima (ou tunique interne), la média et l’adventice (ou tunique
externe) (171, 172). L’intima est composée d’un revêtement endothélial simple et
repose sur une couche sous-endothéliale (membrane basale) composée de fibres de
collagène, de protéoglycans, de glycosaminoglycans, en particulier des sulfates
d’héparane, du glycogène, de l’élastine et de la laminine (101). La média est
formée de fibres musculaires lisses entre lesquelles on observe des quantités
variables d’élastine, de collagènes et de protéoglycans. Les cellules musculaires
lisses (CML), principales cellules de la tunique média, sont responsables du tonus
vasculaire (101). L’adventice est un tissu conjonctif riche en collagène et en fibres
élastiques. Cette tunique se raccorde progressivement au tissu conjonctif
entourant l’organe dans lequel chemine le vaisseau. Elle est aussi parcourue de
fibroblastes, de fibres musculaires lisses et parfois de petits vaisseaux (119). De
plus, des nerfs vasomoteurs forment un réseau dans l’adventice et rejoignent les
fibres musculaires lisses de la média à titre d’appui au tonus vasculaire (101). Les
trois couches de la paroi assurent donc l’intégrité globale des vaisseaux sanguins
composant notre système vasculaire, mais chaque type cellulaire de la paroi a une
fonction qui lui est propre.
1.3.1.1. Endothélium
L’ endothélium vasculaire est un épithélium pavimenteux simple, c’ est-à-dire
une monocouche de cellules endothéliales qui revêt l’ensemble du système
circulatoire (173). Grâce à la jonction serrée des CE, l’endothélium est depuis
longtemps considéré comme une barrière sélective et perméable permettant les
échanges entre le sang et le tissu irrigué (119). Il est aussi en mesure de répondre
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aux stimuli de son environnement en générant des molécules effectrices pour
réguler les processus de thrombose, d’inflammation, de tonus vasculaire et de
remodelage vasculaire (119). En fait, l’endothélium intervient dans la coagulation
du sang, métabolise certaines hormones circulantes, constitue une barrière
sélective aux protéines plasmatiques, synthétise des facteurs de croissance qui
agissent sur les CML et fibroblastes sous-jacents, métabolise des lipoprotéines et
transporte des substances vasoactives dans la paroi vasculaire (101). En temps
normal, ces activités régulées par les cellules endothéliales assurent le bon
fonctionnement de la fluidité sanguine, du tonus vasculaire et des réponses
immunologiques. Cependant, un stimulus pro-inflammatoire entraîne quelques
changements au niveau du comportement des CE, entre autres, l’activation de
l’apoptose endothéliale. Elles expriment alors des molécules d’adhésion qui
viendront favoriser un phénotype procoagulant et pro-thrombotique où
l’agrégation de plaquettes et de monocytes sera favorisée comme on le retrouve en
MT (174, 175). À titre d’exemple, il a été démontré que I’apoptose des cellules
endothéliales de veine ombilicale humaine (HUVEC), qui par une boucle
paracrine, favorise l’expression des molécules d’adhésion cellulaire vasculaire
(VCAM-1) et les molécules d’adhésion intercellulaire (ICAM-1) chez les cellules
endothéliales environnantes (176). Dans la possibilité où le stimulus pro
apoptotique perçu au niveau de l’endothélium est prolongé ou très intense, il
pourrait y avoir développement d’une réponse à l’insulte exagérée et pro
fibrotique caractéristique de plusieurs maladies vasculaires.
1.3.1.2. Membrane Basale
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La première fonction de la membrane basale (MB ou sous-endothélium) est
d’assurer l’intégrité structurale et l’élasticité des vaisseaux sanguins (175). En
plus de ce rôle, elle participe à la filtration sanguine, à l’embryogénèse, influence
le métabolisme cellulaire, organise les protéines au niveau des membranes
plasmiques adjacentes, induit la différenciation cellulaire et sert d’autoroutes
spécifiques à la migration cellulaire (177). La MB est structurée en forme de
feuillet et forme une partie hautement spécialisée de la MEC pouvant être à la fois
en contact avec les cellules endothéliales et le tissu conjonctif interstitiel
permettant ainsi des interactions cellule-cellule ou cellule-MEC (17$). Quant à sa
composition, on y retrouve différents types de protéines comme les collagènes
(principalement de type IV), les laminines, les nidogènes et les protéoglycans
(17$, 179). Chacune de ces composantes se retrouve d’ailleurs avec des fonctions
spécifiques. Par exemple, les fibres de collagène de type I sécrétées par les
cellules endothéliales sont capables d’activer ou de freiner la prolifération des CE
tandis que la laminine facilite leur adhésion et letir mtiltiplication (101). D’autres
molécules telles que la thrombospondine, la fibronectine et la vitronectine
permettent respectivement un détachement, un support de prolifération et une
fixation des cellules endothéliales (101). Les nidogènes, quant à eux, seraient
impliquées dans les interactions entre les réseaux de collagène et de laminine
(180).
Les protéoglycans, dans leur cas, sont le pivot des interactions existant entre
les éléments cellulaires de la paroi et les éléments environnants de la MEC (181).
Les protéoglycans, retrouvés en bonne quantité au niveau de la MB, représentent
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l’un des groupes de molécules les pius complexes et multivalents retrouvés au
niveau de tissus mammiferes (182). Par exemple, le perlécan est un immense
protéoglycan d’environ 480 kD, initialement impliqué dans l’embryogénèse et
tardivement abondamment retrouvé au niveau de la MB où il compose la structure
des parois vasculaires et autres structures extracellulaires (1 83). Le perlécan
consiste en un long corps protéique ayant une structure complètement modulaire et
substituée de plusieurs chaînes latérales de sulfate d’héparane (HS) et sulfate de
chrondroïtine (CS) (figure 2) (183). Pour ce qui est du corps protéique du
perlécan, il est divisé en 5 domaines (I à V) (178, 181, 184), chacun ayant été
cloné pour en étudier les relations stmctures/fonctions. Brièvement, le domaine I a
plusieurs sites d’ancrage pour les glycosaminoglycans HS et CS, tous deux ayant
été associés à des interactions avec la laminine-1 et le collagène W (185, 186).
Par ailleurs, ces chaînes latérales glycosylées ont été impliquées dans la liaison et
l’activation du FGf-2 (fibroblast Growth factor-2) (187, 188) tandis que la liaison
du PDGf (Platelet Derived Growth factor) aux glycosaminoglycans du domaine
III a aussi été répertoriées au niveau des interactions impliquant le perlécan et la
MEC (189). Le domaine II, quant à lui, comprend quatre régions homologues à la
portion du domaine de liaison au ligand du récepteur aux LDL (178). Le domaine
IV est riche en modules immunoglobuline (IgG) en plus d’être reconnu pour
entretenir plusieurs interaction avec son environnement nidogènes, complexes
laminine-nidogène, fibronectine et fibuline-2 (190). Le domaine V du perlécan se
retrouve en C-terminal de la protéine et entretien aussi, tout comme le domaine W,
beaucoup d’interactions avec son environnement, mais on y retrotive aussi d’autres
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figure 2. Représentation schématique de la structure du protéoglycan perlécan
adapté de Kallunki et aï. (17$). Long corps protéique à multidomaines (I à V)
globulaires substitué de chaînes latérales de sulfate d’héparane (HS) et de sulfate
de chondroïtine (CS). Plus précisément, le domaine I en N-terminal comprend des
sites d’ancrage pour l’HS, le domaine II comprend quatre régions homologues à la
portion du domaine de liaison au ligand du récepteur aux LDL (#1 à 4), le domaine
III possède trois domaines globulaires (Gi à G3) connectés par des régions riches
en cystéine (CR-1 à CR-4), le domaine IV est constitué d’une répétition de 21
séquences homologues aux immunoglobulines (IgG) tandis que le domaine V en
C-terminal possède trois régions homologues au domaine G de la laminine- I (GR
1 à GR-3) séparées par quatre modules de type EGf.
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domaines importants à la fonction de la protéine (191). Le domaine V consiste en
une structure de 3 domaines LG ( Laminin-type G domain ») séparés par quatre
modules EGf (« Epidermal Growth Factor-like module ») et portant aussi un site
d’ancrage pour la CS (183).
La structure imposante et l’abondance du perlécan au niveau de la membrane
basale et de la matrice extracellulaire corrèlent bien avec les rôles qui lui sont
associés quant à l’organisation supramoléculaire de la MB et des interactions
cellule-MEC, à la relâche de diverses cytokines, au contrôle de la protéolyse
extracellulaire et à la filtration macromoléculaire (192, 193). Le perlécan s’avère
donc être un joueur potentiellement important dans les mécanismes de réparation
induit suite à une insulte endothéliale au sens où ses capacités d’interactions avec
son environnement permettront une meilleure communication intercellulaire au
niveau de la paroi vasculaire.
1.3.1.3. Cellules musculaires lisses
La CML, composante principale de la média, est le type cellulaire qui assure
une régulation de la plasticité de la paroi vasculaire de par sa capacité à en
modifier le tonus suite aux stimuli extérieurs. En effet, les CML ont la propriété
de se différencier entre un phénotype de type contractile et un phénotype de type
synthétique (ou passif) et vice versa (194). Cette transformation en type
synthétique survient en réponse à l’insulte vasculaire et inclut une réorganisation
stnicturale des protéines du cytosquelette en pius d’induire la disparition des
myofilaments. Ceci permet aux CML de perdre leur force contractile, ce qui leur
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permettront de migrer vers l’intima, proliférer et sécréter de la MEC contribuant
ainsi au remodelage vasculaire et, dans des cas pius pathologiques, aux désordres
myo-intimals (194). En fait, les CML, tout comme d’autres types cellulaires actifs
dans les processus de réparation, peuvent être impliquées dans des mécanismes de
remodelage vasculaire pathologique où la réaction normale de réparation ne
s’arrête pas. En situation normale (sans insulte vasculaire), les CML ont besoin de
leur force contractile pour maintenir le tonus vasculaire au niveau des parois et
ainsi assurer une circulation sanguine adéquate. Par ailleurs, lorsque l’intégrité de
l’endothélium n’est pas compromise, il y a inhibition de la prolifération des CML
sous-jacentes.
Malgré cette plasticité exceptionnelle, les CML sont aussi principalement
impliquées dans différentes pathogénèses comme, par exemple, l’athérosclérose
(195, 196). Tel que décrit plus haut, dans les premières étapes de l’athérosclérose
suite à l’induction du stress endothélial, les CML migrent de la média vers l’intima
où elles prolifèrent et sécrètent des éléments de la MEC contribuant ainsi à la
réparation du tissu endommagé (194). Encore une fois, une dysfonction chronique
de l’endothélium entraîne le développement de pathologies associées à des
mécanismes de remodelage infructueux pouvant mener, dans le cas des CML, au
développement d’une masse fibrotique et à l’épaississement myo-intimal. Les
fibroblastes peuvent aussi être impliqués dans les pathologies du remodelage
vasculaire.
1.3.1.4 Les fibroblastes
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Globalement, les fibroblastes sont spécialisés pour sécréter de la MEC
collagéneuse et sont grandement responsables de la structure architecturale de
notre corps (177). On les retrouve en quantité importante au niveau de la tunique
adventice de la paroi vasculaire où ils jouent un rôle de support et de réparation et
ce, dans presque tous les tissus et organes (103, 177). De plus, leur adaptabilité à
se différencier en un type de fibroblaste contractile, c’est-à-dire en myofibroblaste,
leur permet d’être un joueur important dans les mécanismes de réparation induit
par une insulte. En temps normal, les fibroblastes sont dispersés dans l’organisme
et sécrètent de la MEC riche en collagène de type I et III (177), mais lorsqu’ils
sont stimulés, ils migrent au site d’insulte, prolifèrent, se différencient et
produisent une grande concentration de matrice collagéneuse de façon à isoler et
réparer le tissu endommagé.
Le modèle de réparation d’une plaie ouverte au niveau de la peau, proposé par
Tomasek et al (112), nous offre une belle opportunité de comprendre les
mécanismes et facteurs impliqués dans l’activation fibroblastique. Dans les tissus
normaux du derme, les fibroblastes n’exercent pas de tension sur la MEC dû à
l’intégrité de celle-ci et de ses composantes si bien que la formation de l’appareil
contractile chez les fibroblastes n’est pas sollicitée. Lors d’une insulte, dans ce
cas-ci une lésion au niveau de la peau, la plaie est initialement couverte d’un
caillot de fibrine. Ensuite, il y a libération de facteurs de croissance locaux de la
part des cellules épithéliales endommagées qui viendront stimuler les fibroblastes
sous-jacents à migrer vers la plaie où se trouve une matrice de fibrine provisoire.
Cette migration de fibroblastes et de petits vaisseaux qui remplissent la plaie
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forment ce qu’il est convenu d’appeler le tissu de granulation. À ce point, les
fibroblastes produisent déjà de la fibronectine ED-A, une protéine issue d’un
transcrit plus long que la fibronectine normalement retrouvée au niveau du derme
et qui joue un rôle important, voire essentiel, au niveau de la différenciation
rnyofibroblastique subséquente (197). La migration des fibroblastes crée une force
de tension sur la MEC collagéneuse qui est perçue par les fibroblastes. Ils
réorganisent alors leur cytosquelette le long de cette tension, c’est-à-dire le long
des lignes de stress, les poussant à générer des fibres de stress intracellulaires et à
produire du collagène de façon à acquérir le phénotype de proto-myofibroblaste.
Les fibroblastes ont besoin de percevoir le stress, c’est-à-dire la tension exercée au
niveau du tissu endommagé, avant d’entreprendre des mécanismes de
différenciation cellulaire. Par ailleurs, plusieurs études présentes dans la littérature
ont démontré l’importance du PDGF (« Platelet Derived Growth Factor ») dans les
phénomènes précoces de différenciation myo fibroblastique menant au phénotype
du proto-myofibroblaste et ce, lors du développement embryonnaire (198) et de la
guérison d’une plaie ouverte chez l’adulte (199). Par contre, des études réalisées
in vitro et in vivo avec des fibroblastes ont démontré que le PDGF n’est pas en
mesure d’induire l’expression d’ Œ-actine musculaire lisse (a-SMA), une protéine
caractéristique au myofibroblaste différencié (200, 201).
1.3.1.5. Le myofibroblaste
Depuis une vingtaine d’années, le myofibroblaste, un fibroblaste spécialisé
ayant la propriété de générer des forces contractiles, est considéré comme un
joueur important dans l’établissement de la tension durant les processus de
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réparation et de remodelage vasculaire tant normaux que pathologiques (202, 203).
Il est cependant difficile d’en expliquer l’origine et toutes les fonctions
biologiques qu’il régule et ce, dû au fait que le myofibroblaste intègre une
multitude de signaux extérieurs provenant à la fois des facteurs de croissance et de
ses interactions avec la MEC et les ceiltiles avoisinantes. On sait cependant que
les relations cellule-MEC sont primordiales à l’activité myofibroblastique et que le
stress cytomécanique exercée au niveau de la plaie et certains facteurs de
croissance comme le PDGF et le TGF-31 (« Transforming Growth Factor 3-1 »)
sont impliqués dans la transition fibroblaste-myofibroblaste (203, 204).
1.3.1.5.1. Caractéristiques
Morphologiquement, les myofibroblastes sont caractérisés par la présence d’un
appareil contractile qui contient des microfilarnents d’actine associés à des
protéines contractiles de type myosine non-musculaire, un analogue des fibres de
stress (203, 205, 206). Ces microfilaments d’actine relient la membrane plasmique
du myofibroblaste en un point appelé le fibronexus, un complexe d’adhésion
spécialisé qui utilise les intégrines transmembranaires pour lier l’actine
intracellulaire aux fibres de fibronectine extracellulaires déjà présentes dans la
MEC (206-208). D’un point de vue fonctionnel, ceci provoque une force de
tension à partir des fibres de stress intracellulaires qui peut être transmise à la
MEC environnante (206). À l’inverse, ce système d’interactions peut être utilisé
pour que le myofibroblaste perçoive les stimuli de son environnement (209, 210).
Une autre caractéristique du myofibroblaste, que le fibroblaste ne possède pas, est
l’expression d’Œ-SMA. On retrouve aussi l’expression de cette protéine, connue
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pour son activité contractile intrinsèque, chez un autre type cellulaire, soit les
CML (211, 212). L’a-SMA a la propriété de former des fibres d’actine différentes
des fibres de stress, mais tout de même capables d’induire une activité contractile.
En fait, les fibres d’Œ-SMA forment de plus grosses fibres de stress et forment de
plus gros complexes d’adhésion fibronexus, dits supermatures (112). D’un point
de vue fonctionnel, les myofibroblastes différenciés génèrent une force contractile
de plus grande intensité que celle générer par les proto-myofibroblastes et
réorganisent davantage les éléments de la MEC, dont la fibronectine et le
collagène. Par ailleurs, il existe différents types de myofibroblastes. La plupart
expriment l’a-SMA, mais il existe d’autres marqueurs de différenciation
myofibroblastique qui font partie d’un phénotype encore plus différencié. Entre
autres, certains types de myofibroblastes peuvent exprimer des protéines qui leurs
sont caractéristiques comme la caldesmone, la desmine et les chaînes lourdes de
myosine musculaires lisses semblables à celles exprimer chez les CML (203). À
ce sujet, il existe quelques similitudes entre les myofibroblastes et les CML quant
à l’expression de certaines protéines (Œ-SMA et chaînes lourdes de myosine
musculaires lisses), mais il existe aussi une protéine qui peut facilement être
utilisée à titre de critère de différenciation: la smootheline (213). Cette dernière
n’est pas exprimée par les myofibroblastes tandis que les CML l’expriment.
En rappelant le proto-myofibroblaste du modèle de Tomasek et aï. portant sur
la réparation d’une plaie ouverte au niveau de la peau (112), il est possible de
poursuivre avec la formation du myofibroblaste. Donc, les forces de tension
exercées au niveau du proto-myofibroblaste, par une réorganisation de ses fibres
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de stress, le pousse à sécréter du TGf-B1 et davantage de fibres de fibronectine
ED-A. Dans une réponse autocrine, le proto-myofibroblaste se différencie en
myofibroblaste et synthétise de l’a-SMA capable d’augmenter les forces
contractiles de la cellule (figure 3). Au même moment, les fibroblastes
différenciés produisent du collagène et autres éléments de la MEC en plus de
produire différentes protéases capables de moduler la structure de la MEC. Le tout
permettra alors le remodelage du tissu endommagé résultant en un rétrécissement
de la matrice de fibrine et subséquemment en une diminution de l’ouverture de la
plaie jusqu’à sa fermeture, voire jusqu’à sa cicatrisation.
1.3.1.5.2. Rôles
Il a été clairement démontré que les myofibroblastes expriment de 1’ Œ -SMA
et du collagène de type I, ces processus étant principalement régulés par le TGf
Bi (211, 212, 214). De plus, il a été démontré que les myofibroblastes sont
présents dans les tissus de granulation de plaies en guérison et dans plusieurs
pathologies fibro-contractives comme la maladie de Dupuytren, l’athérosclérose et
la SSc (112). Ces évidences laissent donc croire que le myofibroblaste a pour
principales fonctions la production de force contractile et la synthèse de collagène
qui mèneront à une réorganisation de la MEC, à la contraction de la plaie et à sa
cicatrisation. On obtient généralement une belle cicatrice lorsque les différents
types cellulaires impliqués dans les processus de réparation disparaissent du site
lésionnel après avoir accompli leur travail respectif. Cependant, il existe plusieurs
situations pathologiques associées aux mécanismes du remodelage, qu’elles soient
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figure 3. Représentation classique de la différenciation myofibrobÏastique
proposée par Tomasek et al. (112). En situation normale, le fibroblaste n’exprime
pas de fibres de stress et de complexes d’adhésion avec la matrice extracellulaire
(MEC). Suite à une insulte créant une tension mécanique sur la MEC, il y a
libération de facteurs de croissance (PDGf) et de médiateurs locaux qui
stimuleront la migration des fibroblastes au site lésé. S’en suivra l’acquisition
d’un phénotype de proto-myofibroblaste caractérisé par une réorganisation du
cytosquelette le long des fibres de stress nouvellement synthétisées et par une
production de fibronectine ED-A. D’autres médiateurs, principalement le TGf
Bi, assureront la phase finale de différenciation myofibroblastique caractérisée par
la synthèse d’actine musculaire lissse (Œ-SMA), par la formation de nombreux
complexes d’adhésion focaux (fibronexus), par une production de collagène et une
Myofibroblaste
JGF-Bl
Fibronectine ED-A
Proto-myofibroblaste
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réorganisation subséquente de la MEC. Les fibres de stress et d’ Œ-SMA
exprimées chez le myofibroblaste sont en mesure de générer de grandes forces
contractiles sur la matrice environnante permettant ainsi un remodelage des tissus
endommagés.
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d’ordre vasculaire, pulmonaire ou dermique. On retrouve dans tous ces cas une
différenciation persistante de fibroblastes en myofibroblastes et un manque
d’apoptose des ces cellules durant la phase finale de réparation, soient deux
phénomènes impliqués dans le développement d’une réponse pro-fibrotique. Ceci,
selon les cas, a le potentiel d’entraîner une réponse pathologique pouvant aller
jusqu’au développement de la fibrose cutanée et viscérale retrouvées en SSc. Les
myofibroblastes reçoivent-ils des signaux pro-différenciation d’une façon
chronique de la part des celltiles endommagées ou deviennent-ils résistants aux
signaux pro-apoptotiques? Beaucoup de questions sont encore sans réponse, mais
chose certaine, le myofibroblaste est essentiel à l’homéostasie de l’organisme et
c’est sa dérégulation qui est responsable de la dysfonction de certains tissus (112).
1.3.1.5.3. Voies d’activation
Des études réalisées avec le TGF-B1 ont démontré son rôle dans l’induction de
la différenciation myofibroblastique et dans l’acquisition du phénotype anti
apoptotique chez le myofibroblaste (215, 216). Le TGF-B1 est aussi une cytokine
fibrogénique très importante impliquée dans la fibrose de plusieurs tissus et qui
peut être sécrétée par plusieurs types de cellules impliquées dans les processus
inflammatoires (113). En plus de l’expression d’ Œ -SMA, le TGf-B1 est
responsable de la production de PAl-1 (< Plasminogen Acivator Inhibitor-1 »), de
la production de collagène de type I et de l’expression de fibronectine,
particulièrement une variante de type ED-A (216-220). TGf-B1 est donc un
facteur clé dans l’apparition de l’ensemble des caractéristiques du myofibroblaste,
autant in vitro qu ‘in vivo. La production autocrine de TGF-B 1 par les fibroblastes,
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tout comme la production issue des cellules endommagées, sont deux facteurs
importants dans la préservation de l’activité fibrogénique du myofibroblaste même
après le retrait dci stimulus inflammatoire (221, 222). Par ailleurs, il a été
démontré que l’administration d’interleukine-4 in vitro ou de GM-CSf («
Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating factor ») in vivo, deux cytokines
pouvant être libérées par les cellules endommagées et les macrophages, sont aussi
en mesure d’induire la différenciation rnyofibroblastique chez les fibroblastes
(200, 223).
Les voies de signalisation activées chez le proto-myofibroblaste par la liaison
du TGF-B1 à son récepteur membranaire spécifique représentent une avenue de
recherche intéressante quant à une meilleure compréhension des mécanismes de
différenciation myofibroblastique. Les récepteurs spécifiques au TGf-B 1 de type
I et II sont transmembranaires et s’hétérodimérisent suite à la liaison du ligand ce
qui permet l’activité intrinsèque sérine/thréonine kinase du complexe protéique
ainsi formé (224, 225). S’en suivra une cascade d’activation des Smads qui
peuvent agir à titre de facteurs transcriptionnels. Leur activation permet une
migration du complexe protéique Smad du cytosol au noyati qui est essentielle à
l’activation de gènes cibles impliqués dans la différenciation myofibroblastique
(225). Toujours en ce qui concerne cette voie TGF-B1 dépendante, on sait que
l’inhibition de l’interaction entre la fibronectine ED-A et la surface de la cellule
bloque la différenciation myofibroblastique induite par le TGf-B1 (226). De plus,
la fibronectine ED-A seule, sans TGf-B1, n’induit pas la différenciation
myofibroblastique. On suspecte donc des intégrines transmembranaires du
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myofibroblaste, dont les a4Çi et a9Ç3t, de jouer un rôle important dans les
interactions cellule-MEC favorisant l’activation des mécanismes de
différenciation. De récentes données montrent d’ailleurs que la différenciation
myoflbroblastique induite par le TGF-B 1 est dépendante de l’adhésion cellulaire et
de la signalisation des intégrines via la FAK (« Focal Adhesion Kinase ») (227).
À cet effet, le rôle des intégrines a aussi été répertorié dans le développement d’un
phénotype anti-apoptotique chez les fibroblastes (228). L’intégrine 31 est en
mesure d’induire la survie des fibroblastes via un mécanisme PI3KJAkt dépendant
en réponse aux stimuli de la MEC environnante. On peut donc imaginer un rôle
important pour une voie potentielle intégrines-FAK-PI3KJAkt dépendante des
interactions du myofibroblaste avec la MEC et qui pounait réguler les mécanismes
de résistance à l’apoptose et de différenciation myofibroblastique.
1.3.1.6. Matrice extracellulaire
Bien qu’en apparence passive, la MEC est une structure active et très
dynamique de par sa capacité à se renouveler continuellement (229). La MEC est
d’ailleurs une composante importante dans l’architecture de l’organisme et ce, tout
au cours du développement de l’organisme et durant les processus de réparation
tissulaire. La MEC est dynamique aussi au sens où elle entretient plusieurs
interactions avec son environnement lui permettant de répondre aux changements
du milieu tout en modulant l’activité fonctionnelle des cellules avoisinantes.
N’oublions pas que la MEC joue un rôle central dans les mécanismes de
réparation, mais où une déposition excessive de ses éléments peut contribuer à une
réponse inflammatoire chronique causant la dégénération du tissu ou la
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dysfonction d’un organe. La MEC n’est donc plus considérée comme une
charpente inerte ne servant qu’à stabiliser les structures physiques d’un tissu (230),
mais bien une entité active régulée par son environnement.
1.3.1.6.1. Composantes
Nos tissus ne sont pas composés qtte de cellules. Une part substantielle du
volume tissulaire est l’espace extracellulaire principalement composé d’un réseau
de macromolécules qui constituent la MEC. Cette matrice est composée d’une
variété de protéines et polysaccharides sécrétés localement et organisés en réseaux
permettant une association avec la surface des cellules qui les ont sécrétés (177).
La composante principale de la MEC est le collagène, incluant tous les membres
de sa famille: plus de 20 répertoriés à ce jour (23 1-234). On y retrouve aussi des
fibres élastiques, des glycosaminoglycans (GAG), des protéoglycans et des
glycoprotéines adhésives (235). Les différentes combinaisons, orientations et
organisations spatiales possibles de ces substances sécrétées donnent lieu à la
formation d’une variété de réseaux structuraux caractéristiques aux différents
tissus et organes qui composent notre corps (235).
Les tissus devant résister aux différentes forces de tension, de pression et de
stress comme les tendons, les vaisseaux et la peau ont leur collagène organisé en
fibriles, une caractéristique essentielle leur permettant de développer une force de
tension (230). Seulement les collagènes de type I, II, III, V et XI peuvent
s’assembler en fibriles. Le collagène de type I se retrouve partout dans notre
corps, à l’exception des cartilages, mais est majoritairement retrouvé au niveau des
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tendons, de la peau et des cicatrices hypertrophiées (230). Le collagène de type III
est principalement concentré au niveau des parois vasculaires et des organes où il
peut s’associer avec le collagène de type I (230). Le collagène de type II est
surtout retrouvé au niveau de l’oeil tandis que les collagènes de type V et XI ont
plus un rôle de coopération avec le collagène 1(230). Ces types de collagène sont,
en grande partie, synthétisés par les cellules présentes au niveau de la MEC
comme les fibroblastes, les myofibroblastes, les ostéoblastes et les chondrocytes.
D’autres cellules, comme les cellules épithéliales et endothéliales sont aussi
capables de synthétiser du collagène, principalement de type IV (230).
Tel que décrit un peu plus haut, les laminines, nidogènes et protéoglycans
comme le perlécan font aussi partie de la MEC, mais sont surtout concentrés au
niveau de la membrane basale (230). Une autre composante importante de la
MEC est les métalloprotéinases (MMPs), une classe d’enzyme protéolytique
recomiue pour leur participation dans les mécanismes de dégradation de la MEC
(230). La famille des MMPs compte environ une vingtaine de membres (236) qui
ont besoin, pour la plupart, d’être sécrétés pour se retrouver au niveau de la MEC.
Plusieurs types de cellules sont d’ailleurs capables de produire certaines MMPs
comme les cellules épithéliales et endothéliales, les fibroblastes et myofibroblastes
et les leucocytes (230). Plusieurs types de cellules tumorales ont aussi la capacité
de sécréter ces enzymes, ce qui facilite leur invasion (237). Les IVIMPs, de par
leur capacité à dégrader la MEC, jouent un rôle physiologique important au cours
du développement, du remodelage vasculaire et de la réparation tissulaire. Par
contre, elles jouent aussi un rôle pathologique dans des conditions d’inflammation
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et d’invasion tumorale (238-241). Plusieurs pistes intéressantes ont été avancées
quant à la compréhension des mécanismes pathologiques induits par les MMPs.
Par exemple, plusieurs facteurs de croissance comme le FGF et TGf-B1 peuvent
être libérés à partir d’éléments de la MEC suite au clivage par certaines MMPs.
Entre autres, le clivage des chaînes liéparanes sulfate du domaine I du perlécan par
les MMPs 1 et 3 permet la libération de FGf tandis que le clivage de la déconne
par les MMPs 2-3 et 7 engendre la libération de TGF-B (242, 243). De plus, les
MMPs 2 et 9 peuvent aussi directement cliver et activer le TGf-B en un ligand
actif (244). Les MMPs représentent donc un facteur potentiellement dangereux au
cours du remodelage vasculaire au sens où un excès de leur activité pourrait
suractiver les mécanismes de différenciation myofibroblastique et donc favoriser
une réponse pro-fibrotique.
1.3.1.6.2. Interactions cellule-matrice extracellulaire
La différenciation cellulaire et la plasticité de certains types de cellules,
incluant les cellules souches adultes, sont régulées d’une façon dépendante à la
nature de leur microenvironnement cellulaire (227). Ainsi, des changements
rapides et dynamiques se produisent chez certaines cellules lors d’une altération de
leur environnement respectif; ce que l’on retrouve souvent dans des exemples
d’insulte tissulaire, d’inflammation et de réparation. Les fibroblastes sont
reconnus comme étant des participants actifs dans ces processus de remodelage de
par leur habileté exceptionnelle à se différencier et à se dédifférencier en réponse
aux stimuli extracellulaires. Il devient alors important, dans les mécanismes de
remodelage, que les cellules effectrices entretiennent une bonne communication
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avec la MEC de façon à favoriser une réponse régulée et sécuritaire. Tel que
discuté un peu plus haut, les complexes fibronexus du proto-myofibroblaste (ou
fibronexus supermatures chez les myofibroblastes), composés principalement de
fibronectine et d’actine, sont un exemple d’interaction cellule-MEC impliquée
dans les processus de réparation, mais il en existe bien d’autres. Les différents
types de collagène contenus dans la MEC peuvent influer sur la prolifération,
l’adhésion, la migration et la différenciation cellulaire en se liant à certains
protéoglycans transmembranaires retrouvés à la surface cellulaire (245, 246). Ces
derniers peuvent aussi se lier à d’autres éléments de la MEC comme la
fibronectine et la thrombospondine et certains facteurs de croissance comme peut
le faire le syndecan-4 en se liant au FGF (235). À ce sujet, le syndecan-4,
impliqué dans le développement et la différenciation cellulaire, est un exemple
type de récepteur membranaire non-intégrine retrouvé chez le fibroblaste (247).
Aussi, certains GAG de la MEC peuvent se retrouver impliqués dans des
interactions cellule-MEC comme Ï’hyaluronane, un polysaccharide actif au niveau
de la migration et la différenciation cellulaire (24$).
1.3.1.6.3. Les intégrines
Il devient difficile de donner des exemples d’interactions cellule-MEC sans
parler des récepteurs de type intégrine. Les intégrines représentent tin large groupe
d’une famille de glycoprotéines qui ont des structures hétérodmériques formées
par l’association non-covalente de sous-unités n et f3 (235). Le groupe a ainsi été
sous-divisé en fonction de l’identité de la sous-unité f3, ce qui a donné lieu à
l’identification de 24 complexes intégrines af3 différents chez les mammifères
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(249). La sous-unité J3 ne semble pas avoir vraiment d’activité spécifique, outre
son interaction avec la MEC (250) tandis que la sous-unité a confère la spécificité
d’action à l’intégrine de par sa capacité à activer une signalisation intracellulaire
(235). Une fois les molécules de la MEC liées à leur récepteur intégrine
spécifique, il y a changement de l’activité au niveau du domaine cytoplasmique du
récepteur lui permettant de s’associer au cytosquelette de la cellule. En fait, la
liaison de la MEC au récepteur intégrine entraîne le regroupement et l’activation
des sous-unité ctl3, l’activation de protéines kinases intracellulaires, la
phosphorylation d’éléments du cytosquelette et ensuite la transmission de
l’information au noyau et à la machinerie transcriptionnelle (251). Ceci aura pour
effet d’engendrer le réarrangement du cytosquelette pouvant affecter la forme de la
cellule et ainsi, son habileté à proliférer ou à se différencier (252). On considère
cette signalisation comme étant de type <(outside-in », mais l’utilisation des
intégrines peut aussi mener à une signalisation «inside-out» où une signalisation
intracellulaire permettrait un changement conformationnel des sous-unités cq3 du
récepteur intégrine le rendant ainsi plus ou moins susceptible d’interagir avec son
ligand spécifique de la MEC (249, 253). La plupart des composantes de la MEC
peuvent être reconnues par un ou plusieurs récepteurs intégrine (254), mais la
réponse à cette interaction n’est pas connue dans tous les cas. Chose certaine,
l’activité des récepteurs intégrine a été répertoriée chez plusieurs organismes
vivants lors de réponses immunologiques et lors de réponses inflammatoire
(maladies cardiaques, cancer). Ce sont donc un groupe de protéines à considérer
comme potentiellement important dans l’acquisition de phénotypes fibrotiques lors
des mécanismes de réparation infructueux.
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1.3.1.6.3.1. Intégrine vs Apoptose
Un régulateur important de l’apoptose est l’adhésion intégrine dépendante. Le
détachement de cellules à partir de la MEC par une perte d’ancrage est la cause de
la mort cellulaire apoptotique de plusieurs types cellulaires. Ce type d’apoptose
est d’ailleurs nommé anoïkis (255, 256). Les intégrines ont la propriété d’inhiber
l’anoïkis en assurant l’ancrage des cellules à la MEC tout en activant des voies de
signalisation pro-survie et en inhibitant les voies de signalisation pro-apoptotiques.
Une récente étude publiée par Reginato et ctl. a démontré que la protéine pro
apoptotique Bim est réprimée d’une façon dépendante à l’activation des ERK1/2
chez les cellules épithéliales adhérentes à la MEC. Ils ont montré, à l’aide de leur
système expérimental, que la liaison de l’intégrine Bi à la matrice environnante
est à la fois nécessaire à l’activation du récepteur EGF et de la voie de
signalisation ERK 1/2 prévenant ainsi du même coup l’expression protéique de
Bim et l’anoïkis (257). Par ailleurs, plusieurs autres voies intégrines dépendantes
utilisent l’activité de la fAK intracellulaire pour parvenir à induire un phénotype
anti-apoptotique. Ceci résulte en une activation de la PI3K et de la voie PI3KJAkt
qui ultimement pourra favoriser la survie de plusieurs types cellulaires dont les
fibroblastes qui utilisent aussi la Bi intégrine à cette fin (22$, 25$-260). En fait,
Akt est reconnue pour sa capacité à inactiver les protéines pro-apoptotiques Bad,
Bim et caspase-9 en plus d’avoir plusieurs répercussions au niveau de la
transcription de gènes apoptotiques (257, 261, 262). Les relations cellule-MEC,
via les intégrines, représentent donc une source importante de régulation de
l’apoptose. Les différentes voies de signalisation ainsi activées suite à l’activation
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des intégrines sont donc importantes et potentiellement impliquées dans
l’établissement des différents phénotypes apoptotiques.
1.3.1.6.3.2. Intégrine vs Différenciation myofibroblastique
Les intégrines Œ231 ont de leur côté été répertoriées chez des fibroblastes en
culture pour avoir un rôle dans la contraction de la matrice collagéneuse (228).
Ces forces de tension exercées sur la MEC sont normalement caractéristiques au
développement de la différenciation myofibroblastique, ce qui suggère un rôle
important pour les intégrines dans ce processus. À cet effet, Thannickal et al. ont
récemment démontré que la différenciation myofibroblastique induite par la
liaison de TGF-B1 aux fibroblastes est dépendante de l’activation de la FAK; cette
activation étant pour sa part dépendante de l’adhésion de la cellule à la matrice via
ses intégrines transmembranaires (possiblement a4 I ou a5 1) (227).
L’activation des FAK par phosphorylation crée un site d’ancrage pour la PI3K qui
s’en trouve du coup activée (263). On se doit donc de considérer la voie de
signalisation PI3KJAkt dans les processus de différenciation myofibroblastique et
ce, d’tin point de vue normal et pathologique. Le rôle exact de la FAK sur la
différenciation myofibroblastique et la transcription de gènes qui lui sont
caractéristiques reste cependant à confirmer. En effet, l’activité de la FAK
pourrait à la fois être dépendante de l’adhésion de la cellule à son environnement
et/ou de la signalisation intracellulaire activée par des facteurs de croissance
comme le TGF-B1, soient deux sources distinctes de signalisation pouvant être
impliquées dans la différenciation myofibroblastique. En ce qui attrait à la voie de
signalisation PI3KJAkt, nous savons qti’elle joue un rôle central dans l’ensemble
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des activités cellulaires ayant à la fois des impacts sur l’apoptose, la
différenciation myofibroblastique et possiblement le développement de la sclérose
systémique.
2. HYPOTHÈSE ET OBJECTIFS
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2.1. Prémisses
L’atteinte endothéliale est un évènement initial essentiel au remodelage
vasculaire et est caractérisé par une augmentation de l’apoptose endothéliale au
site d’insulte.
L’apoptose des CE représente un facteur initiateur dans le développement d’un
phénotype anti-apoptotique chez les fibroblastes et dans la différenciation
myofibroblastique caractéristiques de plusieurs pathologies à connotation
fibrotique telles que la sclérose systémique et la microangiopathie thrombotique.
Le déséquilibre entre les taux d’apoptose des différents constituants cellulaires
de la paroi vasculaire joue donc un rôle important dans les pathophysiologies du
remodelage vasculaire.
Cependant, les relations existantes entre l’apoptose endothéliale et le
développement d’une réponse fibrotique sont aujourd’hui encore mal définies.
Des données obtenues au laboratoire du Dre Hébert ont déjà démontré que
l’apoptose endothéliale entraîne la libération de nouveaux médiateurs paracrins qui
comprend, entre autres, un fragment C-terminal du domaine V du perlécan.
Ceux-ci ont la propriété d’inhiber l’apoptose des CE et des VSM.
Ces répercussions caractéristiques aux divers programmes apoptotiques
pourraient êtres mises en marche de façon à stimuler le remodelage vasculaire et
donc la réparation du tissu/vaisseau tout en empêchant une dénudation de la paroi.
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2.2. Hypothèse
L’apoptose des cellules endothéliales permet une libération paracrine de
nouveaux médiateurs solubles favorisant dans un premier temps un état de
résistance à l’apoptose chez les fibroblastes et plus tardivement un phénomène de
différenciation myofibroblastique.
À cet effet, nous pensons donc que l’apoptose est un type de mort cellulaire
propre et bien régulé, mais pas nécessairement silencieux tel que soutenu par la
littérature au sens où il y aurait des répercussions paracrines de ce suicide sur son
environnement.
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2.3 Objectfs
Mon projet de maîtrise consistait à
1- Définir la réponse paracrine induite chez les fibroblastes par les médiateurs
issus de CE apoptotiques, ce qui consiste à
1 .1.- Caractériser, au niveau moléculaire, la réponse anti-apoptotique induite
chez les fibroblastes par ces médiateurs et à
1.2.- Caractériser le phénotype myofibroblastique induit à long terme par ces
mêmes médiateurs
2- Évaluer la sensibilité de fibroblastes provenant de lésions sciérodermiques à
l’activité anti-apoptotique des médiateurs issus de CE apoptotiques en
comparaison avec des fibroblastes contrôles normaux.
3. RÉSULTATS EXPÉRIMENTAUX
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3.1. Article #]
Apoptosis of endothelial celis triggers the release of cryptic mediators : a
novel pathway for initiation of fibrosîs
par
Patrick Laplante, Marc-André Raymond, Gabrielle Gagnon, Normand Vigneault,
Monique Bemard, Yves Raymond, Marie-Josée Hébert
soumis au
Journal of Ceil Biology le $ juillet 2004
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Rôle des coauteurs dans cet article:
-J’ai planifié et réalisé les expériences présentées dans l’article qui suit. En
fait, j’ai caractérisé le phénotype anti-apoptotique et myofibroblastique induit chez
le fibroblaste par les médiateurs issus de CE apoptotiques. J’ai aussi réalisé les
expériences avec les fibroblastes provenant de lésions scléroderrniques. Par
ailleurs, j’ai su analyser et interpréter les résultats générés ce qui m’a permis de
participer à l’écriture de l’article avec l’aide du Dre Hébert, mon directeur de
recherche.
-Marc-André Rayrnond a effectué quelques expériences préliminaires sur
l’effet anti-apoptotique induit par les médiateurs issus de CE apoptotiques chez le
fibroblaste. De plus, il a continuellement généré le milieu conditionné par des CE
apoptotiques (SSC) en plus de participer à sa caractérisation biochimique.
-Gabrielle Gagnon a participé à quelques expériences d’immunobuvardage en
plus de participer à l’écriture de l’article.
-Normand Vigneault a aussi participé aux expériences d’immunobuvardage en
pius de participer à la caractérisation biochimique des médiateurs présents dans le
milieu SSC.
-Monique Bemard a participé aux expériences portant sur les fibroblastes
provenant de lésions sclérodenniques.
-Yves Raymond a fourni les fibroblastes provenant de lésions sclérodermiques
en plus de participer activement aux discussions portant sur la rédaction de
l’article.
-Marie-Josée Hébert a joué un rôle déterminant au niveau de la planification
des expériences et de la rédaction de l’article.
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Abstract
Fibrotic diseases such as systemic scierosis are initiated by apoptosis of
endothelial celis (EC) followed by development of an anti-apoptotic phenotype in
fibroblasts and myofibroblast differentiation. Yet the mechanistic interplay
between EC apoptosis and fibrosis remain largely undefined. We report that
apoptosis of EC triggers the release of mediators which inhibit apoptosis of
fibroblasts through activation of phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K),
downstream repression of Bim-EL, and up-regulation of Bd-Xi. These mediators
also induce PI3K-dependent myofibroblast differentiation. Chondroitin 4-sulfate
and an EGf motif present on a C-terminal fragment of perlecan, which we
characterized previously as a mediator produced by apoptotic EC, inhibit
apoptosis of fibroblasts and favor myofibroblast differentiation. Fibroblasts
derived from human scierodermic lesions are more sensitive to the anti-apoptotic
activity of these motifs. We suggest that endothelial apoptosis initiates a finely
regulated paracrine response aimed at fostering repair at sites of injury. Sustained
activation of this paracrine response could form the basis ofa maladaptive healing
process characteristic of fibrosis.
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Introduction
Systernic scierosis is an autoimmune disorder characterized by early
endothelial ceil (EC) damage followed by developrnent of cutaneaous as well as
visceral fibrosis (Jun et al., 2003). fibrosis occurs in association with acquisition
of an anti-apoptotic phenotype in fibroblasts and differentiation of fibroblasts
toward the myofibroblastic phenotype (Gabbiani, 199$; Tomasek et al., 2002).
The myofibroblast, a specialized and contractile type of fibroblast, is a normal
cellular constituent of healing tissues. It is characterized by the presence of stress
fibres that contain Œ-smooth muscle actin (aSMA) and increased production of
collagen I and III (Tornasek et al., 2002). During normal wound healing,
myofibroblasts play a central role in extra-cellular matrix (ECM) deposition and
subsequent wound contraction. After completion of tissue or vascular
rernodelling, repair is terminated by clearance of myofibroblasts and superftuous
fibroblasts through apoptosis (Desmoulières et al., 1996; Gabbiani, 1998;
Tomasek et al., 2002). In fibrotic disorders, which in many ways resemble a form
of sustained repair, healing fails to terminate due to lack of apoptosis in
fibroblasts and myofibroblasts (Desmoulières et al., 1996; Jun et al., 2003;
Tomasek et al., 2002).
Mounting evidence suggests that apoptosis of EC is a primary pathogenic
event in systernic scierosis (Jun et al., 2003; Sgonc et al., 1996). Increased
endothelial apoptosis was shown to represent the earliest microvascular
abnormality in an animal model of systemic scierosis and to precede fibrotic
changes (Sgonc et al., 1996). Anti-EC antibodies, found in a majority of
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scierodermic patients, are known to induce EC apoptosis both in vitro (Bordon et
al., 199$) and in vivo (Worda et al., 2003). Studies in early inflammatory human
scierodermic lesions have also supported the contention that endothelial apoptosis
is an initial triggering phenomenon in systernic sclerosis (Sgonc et al., 1996).
We showed previously that endothelial apoptosis triggers the release of novel
paracrine mediators, which include a C-terminal fragment of perlecan (Raymond
et al., 2004). These mediators, in tum, increase proliferation and inhibit apoptosis
of EC and vascular smooth muscle celis (Raymond et al., 2004; Raymond et al.,
2002). Based on these resuits, we proposed that paracrine repair pathways are
“built in” the apoptotic programme in order to prevent widespread apoptotic ceil
death and initiate repair after ceil deletion by apoptosis (Raymond et al., 2004). In
the present work, we evaluated whether mediators released by apoptotic EC favor
the development of an anti-apoptotic phenotype in fibroblasts and myofibroblast
differentiation. We also evaluated whether these mediators activate the PI3KIAkt
pathway in fibroblasts, as this signalling pathway has been recently implicated in
resistance to apoptosis and myofibroblast differentiation of human systemic
sclerosis skin fibroblasts (Jun et al., 2003). Finally, we evaluated whether
fibroblasts derived from scierodermic patients display an increased sensitivity to
mediators produced by apoptotic EC.
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Resuits
Apoptosis of EC triggers tue release of aliti-apoptotic factors active oit
flbroblasts
Apoptosis of HUVEC was induced with serum starvation for 4 hours to
generate sertim-free medium conditioned by apoptotic EC (SSC) as we described
previously (Hébert et al., 1998; Rayrnond et al., 2004; Rayrnond et al., 2002). In
tum, this conditioned medium was used to sentm starve human embryonic
pulmonary fibroblasts (WI-38) for 24 hours. Apoptosis was significantly reduced
in fibroblasts exposed to SSC as cornpared with fresh serum-free medium (SS)
(Fig.1A). Inhibition of apoptosis in fibroblasts was also documented after long
term (7 days) exposure to SSC (Fig.1A). To test whether mediators produced by
serum-starved EC induce a broad anti-apoptotic phenotype, fibroblasts were
exposed to bleornycin in presence of SSC or SS for 24 hours. Bleomycin is a
DNA darnaging agent associated with the deveiopment of systemic scierosis in
animais and hurnans (D’Cniz, 2000). Fibroblasts exposed to bieomycin in the
presence of SSC showed a significantly decreased apoptotic response as
compared to fibroblasts exposed to bieomycin in serurn-free medium (Fig lB).
To test whether biologically active mediators present in SSC are released by
apoptotic EC, apoptosis of EC during conditioning was blocked with a pan
caspase inhibitor. HUVEC were exposed to ZVAD-fMK (100 tM) or vehicie
(dimethylsulfoxide: DMSO) for 2 hours. ZVAD-FMK and vehicle were then
removed, HUVEC were washed and serum starved for 4 hours. We showed
previously that pre-incubation with ZVAD-FMK significantly decreased the
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percentage of apoptotic EC after 4 hours of serum starvation whereas pre
incubation with DMSO did flot (Raymond et al., 2004). Serum-free medium
conditioned by EC in which caspase activation was blocked (SSC-ZVAD) failed
to induce resistance to apoptosis in fibroblasts (Fig. ÏC). These resuits suggest
that anti-apoptotic mediators active on fibroblasts are released by apoptotic EC
downstream of caspase activation.
Central rote for PI3K in devetopment of an anti-apoptotic pheitotype ht
fibroblasts
Fibroblasts exposed to SSC for 1 and 4 hours showed increased
phosphorylation of Akt as compared with normal medium (N) and SS (Fig 2A).
Co-incubation of fibroblasts for 24 hours with SSC and LY294002, a biochemical
inhibitor of PI3K, blocked the development of resistance to apoptosis (Fig 2B).
We went on to characterize the molecular mechanisms of resistance to apoptosis
activated downstream of PI3K in fibroblasts exposed to mediators released by
apoptotic EC. Protein levels of p53, clAPi, cIAP2, xJAP and Bd-2 were
unaltered in fibrobïasts exposed to SSC for up to 7 days as compared with SS
(data not shown). Protein levels ofthe pro-apoptotic molecule Bim-EL increased
in fibroblasts exposed to SS for 4 hours (data not shown) and 24 hours (Fig 2C)
whereas SSC prevented the upregulation of Bim-EL (Fig 2C). Co-incubation of
fibroblasts with LY294002 in the presence of SSC restored the upregulation of
Bim-EL (fig 2C) and the apoptotic response (fig 2B). Blocking Bim-EL
expression with RNA interference in fibroblasts exposed to SS inhibited
development of apoptosis (Fig 2 D and E), demonstrating the mechanistic
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irnpOrtanCC of Bim-EL in activation of apoptosis in fibrobtasts. RNA interference
for Bim-EL in fibroblasts exposed to SSC did flot further reduce Bim EL
expression or apoptosis (Fig 2 D and E), suggesting that Bim-EL activity was
maximally reduced in the presence of SSC. These resuits suggest that mediators
released by apoptotic EC inhibit apoptosis of fibroblasts through PI3K-dependent
repression ofBim-EL expression.
Over the long term (4 and 7 days), resistance to apoptosis mediated by SSC
was associated with a progressive increase in the protein levels of the anti
apoptotic molecule Bd-Xi (Fig.2F). Co-incubation of fibroblasts with SSC and
LY294002 for 7 days blocked the development of a Iong-term anti-apoptotic
phenotype in fibroblasts (Fig 2 G). LY294002 xvas also found to attenuate Bd-Xi
up-regulation in fibroblasts exposed to SSC for 7 days (Fig 2H). Hence, these
resuits suggest that mediators released by apoptotic EC induce resistance to
apoptosis in fibrobiasts through PI3K-dependent sequential modulation of Bim
EL and Bcl-Xl protein levels.
A fragmeitt of lie domain V ofpertecan indttces resistance to apoptosis in
flbrobtasts
We showed previously that a C-terminal fragment of the domain V of
perlecan, which comprises one EGF-motif and an anchoring site for chondroitin
4-sulfate, is one ofthe bioactive mediator(s) produced by apoptotic EC (Raymond
et al., 2004). In the present work, we found that apoptosis vas inhibited in
fibroblasts exposed for 24 hours to SS supplemented with either chondroitin 4-
sulfate (CS) or a synthetic peptide containing the EGF motif present in the
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perlecan fragment (Fig.3A). LY294002 blocked the anti-apoptotic response
induced by CS and the synthetic peptide (Fig 3B). Bim-EL upregulation was
significantly decreased in fibroblasts exposed for 24 hours to SS supplemented
with either CS or the synthetic peptide (Fig 3C).
On the long term, fibroblasts exposed for 7 days to SS supplemented with CS
developed an anti-apoptotic phenotype whereas fibroblasts exposed to the
synthetic peptide for 7 days failed to show resistance to apoptosis (Fig 3D).
Resistance to apoptosis was blocked in fibroblasts exposed for 7 days to CS in the
presence of LY294002 (Fig 3E), suggesting that the anti-apoptotic phenotype
induced by CS also develops downstream ofPI3K activation. Fibroblasts exposed
to serum-free medium supplemented with CS for 7 days showed increased Bd-Xi
protein levels (Fig 3 F) whereas exposure to the synthetic peptide, which did flot
inhibit apoptosis of fibroblasts, failed to up-regulate Bd-Xi protein levels
(fig.3F). These resuits suggest that motifs present on the C-terminal fragment of
perlecan can recapitulate the molecular pattem of apoptosis inhibition induced by
ssC.
Mediators produced by apoptotic EC indttce iiiyoflbrobtast dtfferentiatioit
We evaluated whether mediators produced by apoptotic EC also regulate
myofibroblast differentiation. Fibroblasts exposed to SSC for 7 days showed
increased protein levels of aSMA and desmin as compared with fibroblasts
maintained in N and SS (Fig. 4A). Production of collagen type I was increased by
two folds in fibroblasts exposed to SSC as compared with fibroblasts exposed to
SS for the same duration (Fig.4B). Increased imnninostaining for OESMA and
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increased formation of stress fibres were found in fibroblasts exposed for 7 days
to SSC as compared to N and SS (fig.4 C and D). SS supplemented with TGF
131, a classical inducer of rnyofibroblast differentiation (Thannickal et al., 2003;
Vaughan et al., 2000) is shown as a positive control (fig.4 C and D). Inhibition of
PI3K with LY294002 in fibroblasts exposed to SSC for 7 days prevented the
upregulation of aSMA as compared with vehicle (SSC-DMSO) and SSC
(fig.4E). These results suggest that mediators released by apoptotic EC induce
PI3K-dependent myofibroblast differentiation.
TGf-13 1 is appreciated as a central mediator of rnyofibroblast differentiation
(Thannickal et al., 2003; Tornasek et al., 2002). However, TGF-131 levels
measured in SSC were flot different from levels found in normal culture medium
(N), which did not induce myofibroblast differentiation (SSC: 0.08 + 0.04 ng!mL,
N: 0.16 +1- 0.07 ng/mL, p>O.O5). This suggested that TGF-131 is not the primary
active fibrogenic factor produced by apoptotic EC. Thus, we tested whether
motifs present on the C-terminal fragment of perlecan induce myofibroblast
differentiation. fibroblasts exposed for 7 days to SS supplemented with either C$
or the synthetic peptide containing the EGF motif present in the perlecan fragment
showed increased protein levels of aSMA (fig.4E). Again, co-incubation with
LY294002 blocked overexpression of aSMA induced by either CS or the
synthetic peptide. These resuits suggest that, akin to SSC, the C-terminal
fragment of the domain V of perlecan contains motifs capable of inducing PI3K-
dependent myofibroblast differentiation. In contrast, CS or the synthetic peptide
did not up-regulate desmin protein levels or increase the production of collagen I
(data not shown), suggesting that additional mediators present in SSC act
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coordinately with the fragment of perlecan in order to induce ail features of
myofibroblast di fferentiation.
Systemic scierosis flbrobtasts disptay in creased sensitivity to the aitti-apoptotic
activity of chondroitin 4-sulfate and the syuth etic peptide.
The anti-apoptotic activities of SSC, CS and the synthetic peptide
evaluated on fibroblasts derived from fibrotic skin areas of systernic scierosis
patients or normal controls. Both normal and scierodermic fibroblasts displayed
increased apoptosis after exposure to serum-free medium for 24 hours and
inhibition of apoptosis in presence of SSC (fig.5A and B). In fibroblast ce!! unes
derived from normal controls and exposed to senim-free medium supplemented
with CS, the anti-apoptotic response developed at a concentration of 500 uglml
(Fig.5A) whereas concentrations of 60 to 125 ug!ml inhibited the development of
apoptosis in ail untransformed fibroblast ceil unes derived from systemic scierosis
skin lesion (fig.53). In fibrobiast celi unes derived from normal controis, a
concentration of 10 ug/ml or more of the synthetic peptide was required to induce
an anti-apoptotic response (Fig.5A) whereas resistance to apoptosis developed at
a concentration of lOOngJmL (systemic scierosis ceil unes #i and 2) to 1 ug!ml
(systemic scierosis ceil unes #3 and 4) in ffbroblasts derived from scierodermic
skin lesions (fig.5B).
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Discussion
Increased apoptosis of EC is appreciated as a primary event in systemic
scierosis (Bordon et al., 1998; Jun et al., 2003; Sgonc et al., 1996). Human
biopsies of early systernic scierosis skin lesions in humans and animal models of
systernic scierosis have demonstrated that apoptosis of EC precedes the
development of fibrosis (Sgonc et al., 1996). It is also widely accepted that
fibrosis develops in association with the acquisition of long-tem resistance to
apoptosis in flbroblasts and myofibroblast differentiation (Desmoulières et al.,
1996; Jelaska and Kom, 2000; Santiago et al., 2001; Tornasek et aI., 2002).
During the normal healing process activated following various forms of tissue or
vascular injuries, fibroblasts migrate to the site of damage, develop a state of
increased resistance to apoptosis and differentiate into myofibroblasts (Gabbiani,
1998; Shi et aÏ., 1996; Tomasek et al., 2002). Ibis in tum contributes ta ECM
remodelling and favors the development of tensile forces at sites of injury
(Gabbiani, 1998; Tomasek et al., 2002). Fibrosis, which in many ways resembles
a form of perpetual repair, occurs when fibroblasts and myofibroblasts fail ta
disappear by apoptosis once healing is completed (Desmoulières et al., 1996;
Gabbiani, 1998; Tornasek et al., 2002). Yet the mechanisms that prevent
apoptosis of flbroblasts and myofibroblasts at completion of repair and thus
initiate a fibrogenic maladaptive process in response to endothelial injury have
remained largely undefined.
We have previously shown that apoptosis of EC triggers the active release of
mediators with a robust anti-apoptotic activity on vascular srnooth muscle celis
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and EC (Rayrnond et al., 2004; Raymond et al., 2002). We suggested that
apoptosis contains within its molecular program a paracrine component aimed at
fostering repair after an apoptotic insuit (Raymond et al., 2004). In the present
report, we evaluated the possibility that, as part of these “built-in” repair
pathways, apoptosis ofEC triggers the release ofrnediators active on fibroblasts.
Indeed, we found that sentm-free medium conditioned by apoptotic EC contains
anti-apoptotic mediators broadly active on human ernbryonic pulmonary
flbroblasts (WI-38 flbroblasts) and skin fibroblasts derived from normal and
systernic scierosis patients. Serum-free medium conditioned by EC in which
caspase activation was inhibited did flot induce resistance to apoptosis in
fibroblasts, demonstrating that anti-apoptotic mediators are released by EC
downstream ofcaspase activation.
PI3K is a key signalling pathway involved in the regulation of celi survival
and rnyofibroblast differentiation (Scaffidi et al., 2001; Thannickal et al., 2003).
Recent reports have suggested that the anti-apoptotic phenotype characteristic of
scierodermic fibroblasts develops in association with PI3K activation and
increased phosphorylation of Akt at sites of scierodermic skin Ïesions (Jun et al.,
2003). In keeping with a potentially important role for endothelial apoptosis in the
activation of fibrogenic pathways, our resuits show that mediators produced by
apoptotic EC induce resistance to apoptosis in fibroblasts largely through PI3K-
dependent rnechanisms. We found increased phosphorylation of Akt in fibroblasts
exposed to senim-free medium conditioned by apoptotic EC. Inhibition of PI3K
activation in fibroblasts with LY294002 blocked the anti-apoptotic activity of
mediators produced by apoptotic EC. Resistance to apoptosis in fibroblasts was
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found to be sequentially associated with decreased Bim-EL protein levels
followcd by increased Bd-XI protein levels, both occurring downstream of PI3K
activation.
We showed previously that a C-terminal fragment of the domain V of
perlecan, which comprises an EGF-rnotif and an anchoring site for chondroitin
sulfate, is one of the bioactive mediator(s) produced by apoptotic EC (Raymond
et al., 2004). Our present resuits demonstrate that the molecular pattem of
resistance to apoptosis induced in fibroblasts by mediators produced by apoptotic
EC can be largely reproduced by motifs present on the C-terminai fragment of
perlecan. Chondroitin sulfate and a synthetic peptide containing the last EGF
motif of the domain V of perlecan induced PI3K-dependent resistance to
apoptosis in fibroblasts and prevented Bim-EL up-regulation. Chondroitin sulfate
also induced long-term PI3K-dependent resistance to apoptosis in fibroblasts in
association with increased Bel-Xi protein levels.
As fibrosis develops through the coordinate actions of increased resistance to
apoptosis in fibroblasts and sustained myofibroblast differentiation (Tornasek et
al., 2002), we evaluated whether long term exposure of fibroblasts to mediators
produced by apoptotic EC induces phenotypic changes characteristic of
myoflbroblast differentiation. fibroblasts exposed to medium conditioned by
apoptotic EC presented various characteristics of myofibroblast differentiation
including increased expression of desmin, OESMA and stress fibers and increased
production of collagen I. Myofibroblast differentiation was also found to be
tightly linked to PI3K activation as LY294002 prevented the up-regulation of
OESMA protein levels in fibroblasts exposed to mediators produced by apoptotic
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EC. Motifs present on the C-terminal fragment of perlecan were found to indtice
PI3K-dependent increased expression of OESMA, the most significant marker of
myofibroblastic ceils (Gabbiani, 199$). However, these motifs did flot induce
desmin overexpression or increased production of collagen I, suggesting that
mediators released by apoptotic EC and as yet tincharacterized act coordinately
with the C-terminal fragment of perlecan in order to promote complete
myofibroblast differentiation.
To further test the potential clinical importance of these mediators on
fibrogenesis, we evaluated whether systemic scierosis fibroblasts display
increased sensitivity to the anti-apoptotic activity of chondroitin sulfate and the
synthetic peptide. The anti-apoptotic response developed in normal fibroblasts at
a concentration of chondroitin sulfate four times higher or more than that needed
to inhibit apoptosis in fibroblasts derived from scierodermic skin lesions. This
increased sensitivity was even more pronottnced for the synthetic peptide, which
induced an anti-apoptotic response in normal fibroblasts at a concentration 10 to
1000 fold higher than that needed to inhibit apoptosis in systemic sclerosis
fibroblasts.
Akin to the involution of structures during development, tissues and vessels
are reshaped after injury through finely regulated processes that control
proliferation, differentiation and apoptosis (Meier et al., 2000). These processes
need to be dynamically coordinated so that celis which may gain a survival
advantage at initiation of repair, such as fibroblasts, myofibroblasts and smooth
muscle ceils, are cleared by apoptosis once healing is completed (Desmoulières et
al., 1996; Tomasek et al., 2002). In the past decade, apoptosis research has largely
75
focused on deciphering the intra-cellular pathways regulating cornmitment and
execution of apoptosis in various celi types (Hengartner, 2000; Meier et al.,
2000). The paracrine consequence of apoptosis within a given environment has
received rnuch less attention. The present resuits and past work from our group
(Raymond et al., 2004; Raymond et aÏ., 2002) suggest that apoptosis initiates a
complex and finely regulated paracrine response aimed at fostering repair at sites
of injury. Apoptosis of EC triggers a caspase-dependent release of novel
mediators which include a C-terminal fragment of perlecan. There is no caspase
cleavage site in the C-terminal region of the domain V of perlecan, suggesting
that an endoprotease(s), as yet uncharacterized and activated downstream of
caspases in apoptotic EC, is responsible for the proteolysis of perlecan.
Generation of bioactive mediators by apoptotic celis through proteolysis of ECM
components represents an energy-efficient solution for triggering repair pathways,
since the apoptotic proteolytic machinery would serve concomitantly at the
execution of apoptosis and release of cryptic bioactive factors. The ECM is a
known reservoir of growth factors and cryptic bioactive factors (Iozzo and San
Antonio, 2001; Kalluri, 2003; McCawley and Matrisian, 2001), whereas cues
from ceil-matrix interactions are key to maintenance of ceil survival (Friscli and
Screaton, 2001; Reginato et al., 2003). Our results suggest that apoptosis of EC
represents a novel mechanism for the induction of ECM proteolysis and
production of cryptic bioactive factors activating normal repair mechanisms such
as the acquisition of resistance to apoptosis in fibroblasts and myofibroblast
differentiation (Fig. 6). These resuits also suggest that persistent activation of
endothelial apoptosis presents an unrecognized potential towards the initiation of
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fibrosis. Sustained production of mediators by EC chronically exposed to
apoptotic stimuli or with an intrinsic tendency towards apoptosis could perturb the
homeostatic reguÏation of apoptosis in fibroblasts and myofibroblasts. Hence, a
chronic increase in endothelial apoptosis and/or increased sensitivity of
fibroblasts to mediators produced by apoptotic EC could form the basis of a
maladaptive healing process characteristic of fibrotic diseases such as systemic
sclerosis.
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Methods
Patients and cet! liii es.
Human umbilical vein endothelial celis (HUVEC) were obtained from
Clonetics (San Diego, CA), grown in Endothelial Celi Basal Medium (E3M,
Clonetics, San Diego, CA) and used at passages 2 to 4. WI-38 human fibroblasts
from normal embryonic lung tissue were obtained from ATCC (Rockville, MD),
grown in fibroblast Basal Medium (Cambrex, Walkersville, MD) supplemented
with 10% inactivated fetal bovine serum (F3S, Medicorp, Montreal, QC, Canada)
and used at passages 2 to 17. Primary human fibroblasts were isolated from aduit
skin biopsies obtained from areas of clinically lesional skin of patients with
systernic sclerosis or normal aduit skin as previously described (Auger et al.,
1995). This procedure was approved by the local Institutional Review Board.
fibroblasts were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM,
Wisent, Saint-Bruno, QC, Canada) supplemented with 10% inactivated FBS and
used at passages 3 to 8.
Screeningfor apoptosis with fluorescence ni icroscopy.
Fluorescence rnicroscopy of unfixed/unpermeabilised adherent cells stained
with Hoechst 33342 (2 ‘-(4-ethoxyphenyl)-5-(4-methyl- 1 -piperazinyl)-2 .5’ -bi-1H-
benzirnidazole) (HT) and propidium iodide (PI) was used as described in our
previous work (Hébert et al., 1998; Hébert et al., 1996; Raymond et al., 2004;
Raymond et al., 2003; Raymond et al., 2002). In brief, cells were grown to
confluence in 24-well polycarbonate culture plates (Becton-Dickinson, NJ). HT
7$
(ltg/m1) was added for 10 min at 37°C and ceils were washed with phosphate
buffered saline (PBS). PI was added to a final concentration of 5 tg/ml
irnrnediately before fluorescence microscopy analysis (excitation filter = 360-
425 nm). The percentages of normal, apoptotic and necrotic ceils adherent to the
dish were estimated by an investigator biinded to the experimental conditions.
Viable celis display normal nuclear and cytoplasmic morphology and stain
bhte. Early apoptotic celis are characterized by ccli shrinkage, nuclear
condensation and preservation of plasma membrane integrity. Chromatin
condensation is associated with enhanced fluorescence for HT (bright blue)
whereas preservation of ceil membrane integrity precludes PI staining. Late
apoptotic ceils (also called secondary necrosis) are characterized by presence of
characteristic apoptotic nuclear changes and loss of cdl membrane integrity
associated with PI staining. Primary necrotic cells are characterized by increased
cdl size, absence of chromatin condensation and disniption of cdl membrane
integrity.
lutin un obiotting
Proteins were extracted, separated by electrophoresis, transferred to
nitrocellulose membranes and probed as described previously (Rayrnond et al.,
2004; Raymond et al., 2003; Raymond et al., 2002). The following antibodies
were used: anti-3d-Xi (PharMingen, San Diego, CA), anti-p53 (Santa Cniz
Biotechnology, Santa Cntz, CA), anti-Bim-EL (Calbiochem, San Diego, CA),
anti-Bd-2 (PharMingen Canada Inc., Mississauga, ON, Canada), anti-Œ-SMA
(Sigma, Saint Louis, MI) and anti-desmin (Sigma, Saint Louis, MI), anti-clAPi /
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cIAP2 / XIAP (R&D Systems, Minneapolis, IVIN), anti-Phospho-Akt (Ser473) and
anti-Akt (Ceil Signaliing Technology Inc., Beveriy, MA). Ail membranes were
stripped (2 % SDS, 100 mM 3-mercaptoethanol and 62,5 mM Tris-HCI, pH 6,7)
at 50°C for 30 min. with gentie shaking and reprobed with anti-a-tubulin
monoclonal antibody (Oncogene, Boston, MA) as a control for protein loading.
Imnt tut ostainingfor characterization ofmyoflbrobtast dtffereittiatioit
Immunofluorescence: 1. c-SMA: ceils grown on glass coverslips were
rinsed with PBS, fixed in methanol (5 mm), acetone (10 mm) and dried at room
temperature followed by three washes with PBS prior to permeabilization and
afier each subsequent step. Permeabilization was performed in PBS/Tween-80
1% for 15 minutes. Coverslips were then blocked with PBS/BSA (bovine senim
albumin) 3% for 15 minutes and incubated with mouse monoclonal anti-Œ-SMA
antibody (Sigma, Saint Louis, MI) and FITC-labelled anti-mouse antibody
(Jackson Immunoresearch, West Grove, PA), each for 60 minutes at room
temperature. Cells were visualised at room temperature using a Nikon Eclipse
E600 microscope and MetaMorph-4.6r9 acquisition software. 2. Stress fibres:
ceils were grown on glass coverslips, rinsed with PBS and fixed with 2%
formaldehyde / 4% sucrose in PBS. Cells were washed three times in PBS prior to
permeabilization and after each subsequent step. Permeabilization was performed
with 5OnM NH4C1 and 0.3% Triton X-100 in PBS for 15 minutes. Coverslips
were blocked with PBS/BSA 3% for 30 minutes and incubated with phalloidin
tetramethylrhodamine antibody (Sigma, Saint Louis, MI) for 60 minutes at room
$0
temperature. Celis were then visualised at room temperature using a Nikon
Eclipse-E600 microscope and MetaMorph-4.6r9 acquisition software.
RNA interftrence
WI-3$ fibrobÏasts were plated onto 6 weU-plates and 24-weH plates at 100,000
and 20,000 celis per vieil respectively. After 20 hoctrs, celis were transfected with
double-stranded RNA-DNA hybrids at a final concentration of 200nM annealed
oligo using Oligofectanirne (Invitrogen, Carlsbad, CA). After 45h of transfection,
ceils were placed in experirnental conditions for 24 hours, followed by evaluation
ofapoptosis with fluorescence microscopy or evaluation of Bim-EL protein levels
by western blotting. Oligonucleotides were obtained from Dhannacon Research
(Lafayette, CO). Bim-EL sense was 5’-
(GACCGAGAAGGUAGACAAUUG)d(TT)-3’, Bim-EL antisense was
5’(CAAUUGUCUACCUUCUCGGUC)d(TT)-3’, control sense was 5’-
(GGCUGUAACUUACGUGUACUU)d(TT)-3’, control anti-sense was 5’-
(AAGUACACGUAAGLTUACAGCC)d(TT)-3’ as previously reported (Reginato
et al., 2003).
ELISA for estimation ofsecreted cottagen type I levets and active TGf/3 I tevets
Collagen type I: One hundred uL of samples were pre-incubated ovemight at
37°C on a 96-well plate with an anti-type I collagen lug/mL (Biodesign
Tiitemational, Saco, ME) diluted in PBS/BSA 1%. A secondary 96-well
polystyrene plate was coated with lOOuL of purified collagen type I 5ug/mL
(Biodesign International, Saco, ME) diÏuted in 2OmM Na2CO3 pH=9.6 for 2 hours
at room temperature and then ovemight at 4°C. The next day, the coated plate
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was washed three times with PBS/Tween-20 0.05% and blocked with 200uL of
PBS/BSA 1% for 2 hours. The pre-incubated samples wcre added to the coated
plate for 1 hour at room temperature. The plate was washed three times followed
by the addition of the peroxidase-conjugated secondary antibody (anti-rabbit,
Biosource Int., Camarillo, CA) at a dilution of 1:20000 in PBS/BSA 1% for 90
minutes at room temperature. The peroxidase substrate (0.003% HO2, 0.4
mg/mL o-phenyleno-diarnine in 0.YM citrate buffer pH=6) was added after three
washes and the plate was kept in the dark for 30 min. The reaction was stopped
by adding 2M H2S04 (5OuL/well) and the absorbance was measured at 490nm.
The concentration of collagen type I was estimated using reference samples of
purified collagen type I.
TGF-f31: Levels of active TGF-131 were measured using a commercially available
active-TGF-131 Immnunoassay Kit (Biosource Int., Camarillo, CA) according to
the protocol provided by the manufacturer.
Reageizts. LY294002 and chondroitin 4-sulfate were purchased from Calbiochem
(San Diego, CA). ZVAD-fMK was purchased from R&D Systems (Minrieapolis,
MN). The peptide homologous to the protein core of the C-terminal fragment of
perlecan isolated in medium conditioned by apoptotic EC
(CQLREPCLHGGTCQGTRCLCLPGfSGPRCQQGSGHQ) was synthesised at
the Biotechnology Research Institute of Canada (Montreal, Canada). AI! other
reagents were from Sigma Chemicals (Oakville, ON, Canada).
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Statisticat anatysis. Resuits were expressed as mean ± SEM. Data were analysed
using Student’s T-test or ANOVA, as appropriate. A P <0.05 was considered
significant for ail tests.
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Abb reviations
EC : Endothelial ceil
PI3K t Phosphatidylinositol-3 kinase
ECM : Extra-cellular matrix
ciSMA t Alpha smooth muscle actin
HUVEC t Human umbilical vein endothelial celi
N : Normal medium
SS t Sentm-free medium
SSC : Senim-free medium conditioned by apoptotic endothelial ceils
CS t Chondroitin 4-sulfate
Pep : Synthetic peptide homologous to amino acids 4 147-4182 ofperlecan
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Figure Legends
Figure 1. Mediators produced by apoptotic EC induce resistance to apoptosis in
human fibroblasts. A. Top Left panel. Percentage of apoptotic celis in WI-3$
fibroblasts exposed for 24 hours to normal medium (N), serum4ree medium (SS)
and serum-free medium conditioned by apoptotic HUVEC (SSC), *p<0•03 vs N,
representative of 25 experiments. Top Right panel. Percentage of apoptotic celis
in WI-3$ fibroblasts exposed for 7 days to N, SS and SSC, *p<00002 vs N,
representative of 8 experiments. Lower panel. Representative micrographs of
WI-38 fibroblasts exposed for 24 hours to N, SS and SSC, followed by staining
with Hoechst 33342 (HT) and propiditim iodide (PI). AlTows point to apoptotic
ceils (Magnification 200X). Bar, 20Lm. B. Percentage of apoptotic celis in WI
3$ fibroblasts exposed for 24 hours to N, SS and SSC, either alone or with
bleomycin Sug/mL (Bleo), *p<004 vs N, &p<002 vs SS and SSC+Bleo 5ugJmL,
representative of 9 experiments. C. Percentage of apoptotic ceils in WI-38
fibroblasts exposed for 24 hours to SS, SSC, medium conditioned by apoptotic
HUVEC pre-incubated with DMSO (SSC-DMSO) or medium conditioned by
HUVEC in which apoptosis was inhibited (SSC-ZVAD). *p<0.0003 vs SSC and
SSC-DMSO, representative of 10 experiments.
Figure 2. Molecular regulation of resistance to apoptosis in fibroblasts induced
by mediators produced by apoptotic EC. A. Immunoblotting analysis. Presence
ofphosphorylated Akt (Ser473) in WI-38 fibroblasts exposed to SSC for I hour
and 4 hours, as cornpared with N and SS. These resuits are representative of 3
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independent experiments. B. Percentage of apoptotic ceils in WI-38 flbroblasts
exposed for 24 hours to N, SS or SSC, either alone, with an inhibitor of PI3K
(LY294002 5uM) or vehicle (DMSO). *p<005 vs N, ‘p<0.008 vs SSC and SSC
DMSO, representative of 9 experiments. C. Immunoblotting analysis. Increased
protein levels offlim-EL in WI-38 fibroblasts exposed to SS and SSC in presence
ofLY294002 (5uM) for 24 hours, as compared with N, SSC alone and the vehicle
(DMSO). These resuits are representative of 4 independent experiments. Two
sections from the sarne gel (with corresponding alpha-tubulin) are shown. D.
Percentage of apoptotic celis in WI-38 fibroblasts transfected with Bim-EL
siRNA or control before exposure to N, SS and SSC for 24 hours, *p<0•02 vs N,
&p<003 vs control siRNA and vehicle (Oligofectamine), representative of 6
experirnents. E. Immunoblotting analysis. Decreased protein levels of Bim-EL
in WI-3$ fibroblasts exposed to SS+Bim-EL siRNA as compared with
SS+OÏigofectamine and SS+control siRNA. These resuits are representative of 5
independent experiments. f. Immunoblotting analysis. Lncreased protein levels
of the anti-apoptotic molecule Bcl-Xl in WI-38 fibroblasts exposed to SSC for 4
and 7 days, as compared with N and SS. These resuits are representative of 12
independent experirnents. G. Percentage of apoptotic ceils in WI-3$ fibroblasts
exposed for 7 days to N, SS or SSC, either alone, with LY294002 (5uM) or
vehicle (DMSO). *p<0 0001 vs N, &p<0.002 vs SSC and SSC-DMSO,
representative of 8 experiments. II. Immunoblotting analysis. Decreased protein
levels of Bd-Xi in WI-3$ fibroblasts exposed to SSC concomitantly with
LY294002 (5uM) for 7 days, as cornpared with vehicle (DMSO) and SSC alone.
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These resuits are representative of 3 independent experiments. Two sections from
the same gel (with corresponding aipha-tubulin) are shown.
Figure 3. Regulation of apoptosis of fibroblasts by motifs present on the domain
V ofperlecan. A. Percentage of apoptotic celis in WI-3$ fibroblasts exposed for
24 hours to N, SS, SSC and senïm-free medium supplemented with either
chondroitin-4-sulfate (CS 30-60-125-250 ug/mL) or with a synthetic peptide
hornologous to amino acids 4147-4182 of perlecan (Pep 0.01-0.1-1 ug/mL),
*p<O.03 vs N, representative of 7 experiments. B. Percentage of apoptotic celis
in WI-3$ fibroblasts exposed for 24 hours to N, SS, SSC serum-ftee medium
supplemented with chondroitin-4-sulfate (CS 125ug/mL) or with the synthetic
peptide (Pep lOOng/rnL), either alone, with LY294002 (5uM) or vehicle (DMSO),
*p<0.05 vs N, ‘p<0.008 vs SSC and SSC-DMSO, 0p<0.02 vs CS 125ug/mL and
CS+DMSO, £p<0 001 vs Pep lOOngJmL and Pep+DMSO, representative of 7
experiments. C. Tnimunoblotting analysis. Bim-EL protein levels are decreased
in WI-38 fibroblasts exposed to N, SSC, CS 60-125ug/mL and Pep 0.1-lug/mL
for 24 hours, as cornpared with SS. These resuits are representative of 7
independent experiments. D. Percentage of apoptotic ceils in WI-3$ fibroblasts
cxposed for 7 days to N, SS, SSC, CS 125ug/mL and Pep 1 OOng/mL, *p<0000l
vs N, representative of 7 experiments. E. Percentage of apoptotic celis in WI-38
fibrobÏasts exposed for 7 days to N, SS, SSC serum-free medium supplemented
with chondroitin 4-sulfate (CS 125ug/mL) or with synthetic peptide (Pep
Ï OOng/mL), either alone, with LY294002 (5uM) or vehicle (DMSO), *p<004 vs
N, p<0.002 vs SSC and SSC-DMSO, 0p<0.04 vs CS 125ug/mL and CS+DMSO,
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representative of 7 experiments. F. Immunoblotting analysis. Increased protein
levels of Bd-XI in WI-3$ fibroblasts exposed to SSC and CS 125 ug/mL for 7
days, as compared with N and SS. Serum-ftee medium supplemented with Pep
100 ng!mL failed to increase Bd-XI protein levels in WI-3$ fibroblasts treated for
7 days. These resuits are representative of 5 independent experiments. Three
images from two different gels (with corresponding aipha-tubulin) are shown.
figure 4. Endothelial apoptosis induces myofibroblast differentiation of human
fibroblasts. A. Immunoblotting analysis. Upper panel. Increased protein level of
aSMA in WI-38 fibroblasts exposed to SSC for 7 days, as compared with both N
and SS. Lower panel. Increased protein level of desmin in WI-3$ fibroblasts
exposed to SSC for 7 days, as compared with both N and SS. These resuits are
respectively representative of 10 and 6 independent experiments. B. ELISA
analysis. kicreased secretion ofcollagen type I by WI-38 fibroblasts exposed for
7 days to SSC, as compared with fibroblasts exposed to SS. *p<0.009 vs SS,
representative of 9 experiments. C. Increased FITC staining for OESMA in W138
fibroblasts exposed for 7 days to SSC, as compared with N and SS. Actin
filaments were visualised using fluorescence microscopy (magnification 400X).
TGF-31 (2ng!mL) is shown as a positive control ofmyofibroblast differentiation.
Micrographs are representative of 3 independent experiments. Bar, 10tm. D.
Rhodamine-phalloidin staining for stress fibers in WI-3$ fibroblasts exposed for 7
days to SSC, as compared with N and SS. Stress fibers were visualized using
fluorescence microscopy (magnification 400X). TGF-1 (2ng/mL) is shown as a
positive control of myofibroblast differentiation. Micrographs are representative
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of 2 independent experiments. Bar, 10tm. E. Immunoblotting analysis. Increased
protein levels of Œ-SMA in WI-38 fibroblasts exposed to SSC, CS 125ug/mL and
Pep lOOng/mL for 7 days, as compared with both N and SS. Decreased protein
levels of OESMA in WI-3$ fibroblasts exposed to SSC, CS (125 ug/mL) and Pep
(lOOng/mL) in presence of LY294002 (5uM) for 7 days, as compared with
vehicle (DMSO). These resuits are representative of 6 independent experiments.
Three images from two different gels (with corresponding aipha-tubulin) are
shown.
Figure 5. Systemic scierosis fibrobÏasts are more sensitive to mediators produced
by apoptotic EC than normal fibroblasts. A. Percentage of apoptotic ceils in skin
fibroblasts derived from normal aduit human controls (#1, #2, #3) exposed for 24
hours to N, SS, SSC and sentm-free medium supplemented with either
chondroitin 4-sulfate (CS 60-125-500 ug/mL) or with the synthetic peptide (Pep
0.1-1-10-100 ug/mL). Upper left panel: *p<O.02 vs N, representative of 3
experiments. Upper right panel: *p<O.03 vs N, representative of 5 experiments.
Lower panel: *p<O.03 vs N, representative of 3 experiments B. Percentage of
apoptotic cells in fibroblasts derived from fibrotic skin of scierodermic patients
exposed for 24 hours to N, SS, SSC and senim-free medium supplernented with
either chondroitin 4-sulfate (CS 60 or/and 125 ug/mL) or with the synthetic
peptide (Pep 0.1 or/and 1 ug/mL). Upper left panel: *p<0•03 vs N, representative
of 3 experiments. Upper riglit panel: *p<O.03 vs N, representative of 6
experiments. Lower left panel: *p<0O5 vs N, representative of 6 experiments.
Lower right panel : *p<002 vs N, representative of 4 experiments.
94
Figure 6. Schematic diagram of events leading to fibrosis after endothelial
damage. Apoptosis of EC triggers the release of soluble mediators which include
a C-terminal fragment of perlecan. This, in tum, activates PI3K in fibroblasts
leading to resistance to apoptosis, sequentially regulated by the modulation of
Bim-EL and Bel-Xi protein levels, and to myofibroblast differentiation. Chronic
production ofthese mediators, however, could lead to fibrosis.
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D’un point de vue fonctionnel, la cellule possède une grande capacité à
s’adapter aux changements environnementaux, ce qui fait de cette entité un outil
indispensable à l’exécution des divers processus biologiques essentiels au
maintient d’un être vivant. Les différents types de cellules qui nous composent
assurent l’homéostasie de nos tissus par leur nombre, leur composition, leur
localisation géographique et leur fonction intrinsèque respective (6). À cet effet, le
nombre de cellules qui composent nos tissus est sévèrement contrôlé chez
l’organisme par des mécanismes de division, de migration et de mort cellulaire (1).
Depuis la seconde moitié du 19e siècle, plusietirs recherches effecttiées sur le
développement animal ont soulevé l’existence possible de mécanismes régulant
une mort physiologique des cellules, voire régulée génétiquement (264, 265).
Cependant, ce n’est que depuis la seconde moitié dct 20e siècle que l’existence
d’un programme d’ auto-destruction cellulaire est reconnue et caractérisée.
Aujourd’hui, le phénotype le plus caractérisé de cette mort cellulaire programmée
est l’apoptose, une forme de stiicide cellulaire jouant tin rôle essentiel au niveatt de
l’identité génétique et l’intégrité de l’organisme en induisant rapidement
l’élimination des cellules non désirées (2). Des dysfonctions au niveau des
mécanismes régulant ces processus de mort apoptotique peuvent donc être la
source de plusieurs pathologies où l’intégrité du tissu atteint est compromise, soit
par tin manque ou un surplus de cellules (2). À l’opposé de la mort cellulaire, la
survie des cellules joue aussi tin rôle important sur l’homéostasie tissulaire. Ces
deux antipodes contrôlant le destin des cellules doivent être hautement régulés au
niveau moléculaire de façon à répondre efficacement aux signaux provenant à la
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fois de l’extérieur et de l’intérieur de la cellule. L’élucidation des divers
mécanismes d’action contrôlant ces processus représente donc un centre d’intérêt
important pour la recherche portant sur l’induction et l’inhibition de la mort
cellulaire.
L’apoptose a longtemps été considérée comme un mécanisme de mort
cellulaire programmée permettant un retrait silencieux d’une cellule à son
environnement empêchant du même coup le développement d’une réponse
inflammatoire. À cet effet, beaucoup de recherches ont été concentrées sur les
mécanismes intracellulaires régulant l’apoptose, mais peu se sont intéressées aux
répercussions paracrines de cette mort cellulaire programmée sur son
environnement local. De récentes données générées au laboratoire du Dre Hébert
suggèrent maintenant que l’apoptose des cellules endothéliales (CE) mène à
l’activation de voies paracrines de réparation régulant l’apoptose et la prolifération
des cellules avoisinantes (266, 267). Par ailleurs, avec les résultats présentés dans
cet ouvrage, on peut maintenant affirmer que des voies paracrines de
différenciation cellulaire sont aussi activées suite à ce suicide cellulaire. Ces
études avaient pour objectif de mieux définir les mécanismes de réparation activés
suite à une atteinte endothéliale. Ainsi l’apoptose des CE a pu être reliée aux
diverses réactions des cellules avoisinantes de la paroi vasculaire dont les CE
elles-mêmes, les cellules musculaires lisses (CML) et les fibroblastes.
L’atteinte endothéliale est à l’origine de plusieurs pathologies à composantes
fibrotiques issues des mécanismes de réparation infructueux activés suite à
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l’apoptose des CE. La sclérose systémique (SSc), la microangiopathie
thrombotique (MT) et l’athérosclérose en sont des exemples. Pour l’ensemble, le
développement de la maladie se caractérise par une réponse fibroproliférative chez
les CML et les fibroblastes menant à une production excessive d’éléments de la
MEC et subséquemment à la fibrose (136). En situation normale, l’insulte
endothéliale ne constitue pas un facteur pathologique, mais bien un élément
initiateur dans les processus de réparation normaux menant à la guérison du tissu
endommagé. Cependant, nous pouvons maintenant penser que la chronicité de
l’insulte au niveau de l’endothélium peut engendrer un remodelage excessif, voire
perpétuel de son environnement causant ainsi des désordres fibrotiques au niveau
du tissu en réparation. Cette réponse fibrotique exagérée et source de pathologies
survient en association avec l’acquisition d’un phénotype anti-apoptotique chez les
fibroblastes et par une différenciation persistante de fibroblastes en
myofibroblastes (112), soient deux caractéristiques à l’étude dans cet ouvrage.
Les relations exactes entre l’insulte endothéliale et le développement de la fibrose
sont encore aujourd’hui méconnues dans la littérature, mais chose certaine, cette
relation de cause à effet semble être prédominante pour plusieurs pathologies.
Ceci nous a poussé à poser des hypothèses de recherche portant sur l’importance
de la réponse paracrine de l’apoptose endothéliale sur son environnement
vasculaire local, soit les CE elles-mêmes, les CML et les fibroblastes.
Pour parvenir à tester nos hypothèses, nous avons développé un système
expérimental in vitro où des HUVEC ont été soumises à un stress pro-apoptotique
(pour tenter de mimer l’insulte endothéliale) qui consiste en une exposition à du
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milieu sans-sérum et ce, pour une période de quatre heures. Il y a alors apoptose
des CE et relâche de médiateurs solubles dans le milieu sans-sérum qui devient
alors du milieu sans-sérum conditionné (SSC). Celui-ci est alors utilisé pour
traiter les CE, les CML et les fibroblastes de façon à étudier la réponse paracrine
de l’apoptose endothéliale sur son environnement. Dans notre système, la carence
en sérum est utilisée pour induire l’apoptose des CE pour trois principales raisons
la première étant que la carence en sérum représente un inducteur classique de
l’apoptose, la deuxième étant que notre système présente beaucoup de similitudes
avec plusieurs stimuli pro-apoptoiques fréquemment rencontrés in vivo comme
l’hypoxie et les stress génotoxiqties, tous étant cormus pour induire une apoptose
p53 dépendante et la troisième étant que le milieu conditionné par des CE
soumises au stress pro-apoptotique qu’est la carence en sérum ne contient que les
facteurs issus des CE. En fait, la carence en sérum nous permet de générer un
milieu SSC sans les facteurs de croissance normalement présents dans un milieu
normal complet avec sérum. Les effets du SSC peuvent donc être attribués aux
médiateurs issus des CE. C’est donc pour toutes ces raisons que le milieu SSC a
été utilisé pour les recherches subséquentes.
Notre groupe s’est donc intéressé aux répercussions de l’apoptose endothéliale
sur son environnement. Dans un premier temps, le milieu conditionné par des
cellules endothéliales soumises à un stress pro-apoptotique (SSC) favorise la
viabilité des CE et ce, par une activité autocrine anti-apoptotique, pro-proliférative
et pro-angiogénique (266). L’effet anti-apoptotique chez les CE a été caractérisé
au niveau moléculaire par une diminution de la relâche cytosolique du cytochrome
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c, par une diminution du facteur pro-apoptotique Bax et par une augmentation du
facteur anti-apoptotique Bd-2. L’ensemble de ces mécanismes semble être régit
par l’activation de la PKC (« Protein Kinase C ») montrant donc l’importance
potentielle d’une voie de signalisation qui pourrait être ultérieurement ciblée à des
fins thérapeutiques. Dans un deuxième temps, notre groupe de recherche a évalué
l’impact paracrin du SSC, donc de l’apoptose endothéliale, sur une autre
composante de la paroi vasculaire: les CML. Nous avons découvert que
l’exposition des CML au SSC favorise leur viabilité qui se définie par une
augmentation des activités anti-apoptotiques et pro-prolifératives (267). Ces effets
perçus chez les CML ont été caractérisés att niveau moléculaire et les résultats
obtenus font un parallèle inouï avec les données recueillies précédemment in vivo
par d’autres équipes de recherche (26$-270). On retrouve donc, chez les CML
exposées aux médiateurs issus des CE apoptotiques, une augmentation de
l’expression de Bcl-Xl, une diminution de l’expression de p53 et une activation de
la voie de signalisation des MAPK (« Mitogen Activated Protein Kinase ») ERK
1/2 (267). De plus, les résultats présentés dans ce mémoire quant au
comportement des fibroblastes exposés au milieu SSC suggèrent un rôle important
pour la voie PI3K!Akt dans l’établissement du phénotype anti-apoptotique et
myofibroblastique. Les trois types cellulaires de la paroi vasculaire étudiés par
notre laboratoire, soient les CE, les CML et les fibroblastes, utilisent donc trois
voies de signalisation différentes (respectivement PKC, MAPK et PI3K) dans
l’établissement de leur phénotype anti-apoptotique suite à l’exposition au milieu
SSC. D’un point de vue pharmaceutique, ces résultats s’avèrent plus
qu’intéressants du fait qu’il serait possible de réguler le comportement d’un type
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cellulaire particulier sans affecter le comportement des autres types de cellules de
la paroi vasculaire et ce, en utilisant des inhibiteurs spécifiques par exemple.
Le SSC contient donc des facteurs anti-apoptotiques à la fois actifs sur les CE
et les CML. Plus précisément, notre groupe a démontré que l’apoptose
endothéliale entraîne la libération de nouveaux médiateurs paracrins comprenant
entre autres, un fragment C-terminal du domaine V du perlécan. Celui-ci, de par
son domaine EGF et son site d’attachement à la sulfate de chondroïtine, a la
propriété d’inhiber l’apoptose des CE et des CML (267). Ces résultats suggèrent
que les répercussions induites par le milieu conditionné par des CE apoptotiques
seraient mises en marche, dans un contexte physiologique, de façon à favoriser le
remodelage vasculaire et donc la réparation du vaisseau endommagé tout en
empêchant une dénudation de la paroi. En ce sens, l’organisme vivant subissant
une atteinte endothéliale favorise la survie et la prolifération des cellules
avoisinantes, ce qui lui procure tin avantage considérable dans les processus de
réparation. À cet effet, nous pensons que l’apoptose est un type de mort cellulaire
propre et bien régulé, mais pas nécessairement silencieux tel que soutenu par la
littérature au sens où il y aurait des répercussions de ce suicide sur son
environnement. C’est donc avec tous ces résultats préliminaires que l’hypothèse
suivante a été formulée et ensuite validée par le présent travail l’apoptose des CE
permet une libération paracrine de nouveaux médiateurs solubles favorisant dans
un premier temps un état de résistance à l’apoptose chez les fibroblastes et plus
tardivement un phénomène de différenciation myofibroblastique.
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Les fibroblastes sont une composante cellulaire importance de la paroi
vasculaire en plus de se retrouver un peu partout à travers la MEC de nos
différents organes et tissus. Au niveau vasculaire, ils assurent principalement un
rôle de support, mais lorsqti’ils sont stimulés, par exemple suite à une insulte
endothéliale, ils migrent au site d’insulte, prolifèrent, se différencient et produisent
une grande concentration de MEC collagéneuse de façon à isoler et réparer le tissu
endommagé (103, 177). Par ailleurs, leur capacité à ne pas mourir et à engendrer
le développement de la fibrose dans des contextes athérosclérotiques ou
sciérodermiques font du fibroblaste une cible potentielle dans la guérison de ces
maladies (119, 166). Puisque l’apoptose endothéliale a sotivent été répertoriée
comme un élément initial dans le développement de ces pathologies fibrotiques,
nos résultats présentés dans ce travail deviennent importants au sens où ils
permettent une meilleure compréhension des mécanismes menant à l’activation du
phénotype anti-apoptotique chez le fibroblaste.
Avec l’aide de notre milieu SSC, nous avons exposé les fibroblastes de type
WI-38 aux médiateurs issus de cellules endothéliales soumises à un stress pro
apoptotique et ce, pour diverses périodes de temps. Par ces expériences, nous
avons montré que le milieu SSC est en mesure d’induire un état dc résistance à
l’apoptose chez les fibroblastes qui en sont exposés et ce, pour des périodes de
temps allant de 24 heures à 7 jours. Nous avons ensuite voulu évaluer si les
facteurs paracrins anti-apoptotiques étaient relâchés par des cellules endothéliales
exclusivement en association avec l’apoptose. Pour ce faire, des CE ont
préalablement été incubées en présence d’un inhibiteur pan-caspase, le zVAD-frnk
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à des concentrations connues pour bloquer l’apoptose (271, 272). L’inhibition de
l’apoptose chez les CE durant le conditionnement diminue significativement
l’activité anti-apoptotique normalement retrouvée avec le milieu SSC sur les
fibroblastes. Ces résultats nous montrent donc que l’inhibition de l’apoptose chez
les CE avec le zVAD-fmk prévient la relâche de facteurs anti-apoptotiques actifs
sur les fibroblastes. Voilà qui peut s’avérer une piste intéressante l’apoptose
caspase dépendante des CE pourrait être la source des facteurs pro-fibrotiques. À
cet effet, l’inhibition des caspases chez les CE permettrait d’empêcher la relâche
de ces facteurs ce qui éviterait le développement d’un phénotype anti-apoptotique
chez le fibroblaste, phénotype associé à diverses pathologies comme la MT et la
SSc (166, 273). Dans un esprit un peu plus compétitif, nous avons aussi démontré
que les facteurs relâchés par des CE apoptotiques (milieu SSC) sont aussi en
mesure d’inhiber, chez les fibroblastes, l’effet d’un atitre stress pro-apoptotique
que la carence en sérum, soit la bléomycine. Cet agent génotoxique est associé
dans la littérature avec le développement de la SSc et de la fibrose pulmonaire
chez différents modèles animaux dont l’homme (274). Il est connu que la
bléomycine est en mesure d’induire l’apoptose des CE d’une façon dose
dépendante en plus d’être responsable de la réponse fibrotique subséquente (275,
276). Nos résultats suggèrent donc que si une apoptose caspase dépendante est
induite par la bléomycine au niveau des CE, il y aura production et relâche de
médiateurs paracrins anti-apoptotiques empêchant du coup l’apoptose des
fibroblastes et permettant le développement d’activités fibrogéniques.
“o
L’effet de résistance à l’apoptose induit par le SSC chez le fibroblaste a aussi
été caractérisé au niveau moléculaire. En effet, à court terme nous avons montré
une inhibition de l’expression de la protéine pro-apoptotique Bim chez les
fibroblastes exposés au SSC pour une période de 24 heures. A long terme, nous
avons noté tine attgmentation progressive de l’expression de la protéine anti
apoptotique Bd-XI pour une période d’exposition des fibroblastes au SSC de 4 à 7
jours. Ces deux membres de la famille des Bd-2 jouent un rôle important au
niveau de la relâche du cytochrorne c de la mitochondrie et de la cascade des
caspases qui en découle. De son côté, Bim est un membre BH3-settï de la famille
des Bd-2 qui possède un domaine trans-membranaire et qui a déjà été répertoriée
pour son rôle dans l’anoïkis (49, 257). L’isoforme EL de Bim, celle détectée avec
nos immunobuvardages, est souvent liée au cytosquelette dans sa forme inactive,
mais lorsque le stimulus apoptotique est présent, elle se dissocie et migre à la
mitochondrie pour inactiver des membres anti-apoptotiques de la famille Bd-2
(50). Comme notre milieu SSC permet à la fois d’induire un effet de résistance à
l’apoptose et une diminution de l’expression de Bim chez les fibroblastes, on
pouvait facilement imaginer une relation de cause à effet, mais il restait à le
prouver. Nous y sommes parvenus en utilisant la technologie du siRNA (Short
Interfering RNA) qui consiste, brièvement, à inhiber la traduction de l’ARNm
cible de par la liaison d’un bout d’ARN complémentaire qui entraînera
subséquemment le recrutement d’un complexe de dégradation (277). Les
fibroblastes transfectés avec le siRNA ciblé contre Bim-EL et soumis pour une
période de 24 heures à la carence en sérum (stress pro-apoptotique) présentent à la
fois tin phénotype anti-apoptotique et une diminution de l’expression de Bim.
‘Il
C’est donc dire que l’inhibition de Bim chez les fibroblastes exposés aux
médiateurs relâchés par des cellules endothéliales apoptotiques est en mesure
d’induire un phénotype anti-apoptotique. Pour ce qui est de Bd-Xi et de son effet
anti-apoptotique tardif (7 jours) sur les fibroblastes, nous n’avons pas été en
mesure d’effectuer ce genre d’expérience et d’associer l’augmentation de
l’expression de cette protéine avec le développement de la résistance à l’apoptose.
Cependant, c’est une expérience qui sera tentée dans un avenir rapproché, mais
nous pouvons tout de même remarquer aujourd’hui une étroite relation entre les
deux évènements. Bd-XI est grandement connue dans la littérature comme un
membre important de la famille anti-apoptotique des Bd-2 agissant sur la sortie dti
cytochrome c et du facteur AIF de la mitochondrie (278-281). Bcl-Xl a par
ailleurs été répertoriée pour son rôle protecteur contre l’apoptose des fibroblastes
induite par la bléomycine (39) et pourrait s’avérer un facteur important dans notre
système expérimental. Nos résultats suggèrent donc que Bim et Bd-Xi participent
à l’acquisition de l’état de résistance à l’apoptose chez les fibroblastes suite à une
exposition aux médiateurs relâchés par des cellules endothéliaies apoptotiques.
Nous avons ensuite caractérisé les voies de signalisation activées au cours de
ces processus de résistance à l’apoptose développés chez les fibroblastes exposés
aux médiateurs issus de CE apoptotiques. Quelques expériences préliminaires
portant sur la viabilité des fibroblastes exposés à différents inhibiteurs chimiques
spécifiques nous ont permis de cibler la voie des PI3K comme potentiellement
importante dans le comportement du fibroblaste en réponse au SSC. Ensuite,
après avoir remarqué que les fibroblastes exposés au milieu SSC avait une activité
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PI3K précoce importante (de par les niveaux augmentés de phosphorylation de son
principal substrat: Akt), nous avons relié la voie PI3KJAkt à l’induction du
phénotype anti-apoptotique par le SSC chez le fibroblaste. À court terme (24
heures), l’utilisation de LY294002, un inhibiteur de l’activité PI3K, permet à la
fois de réduire l’activité anti-apoptotique du SSC tout en rétablissant l’expression
de Bim tandis qu’à long terme (7 jours), l’utilisation de LY294002 permet à la fois
de réduire l’activité anti-apoptotique du SSC tout en diminuant l’expression de
Bcl-Xl. C’est donc dire que les facteurs relâchés par les CE apoptotiques induisent
un état de résistance à l’apoptose PI3K dépendant chez les fibroblastes
séquentiellement régulé par les protéines Bim et Bcl-Xl. Pour sa part, la voie de
signalisation PI3KIAkt est connue dans la littérature pour être impliquée dans une
multitude de mécanismes ayant à la fois des rôles dans la prolifération, le
métabolisme et la survie de la cellule (136, 167, 259). À cet effet, le rôle de Akt
dans les mécanismes de survie cellulaire est très bien connu dans la littérature ce
qui corrobore donc bien avec les résultats présentés dans ce travail. C’est donc
dire que la voie PI3K!Akt pourrait être ciblée pour de futures interventions
pharmaceutiques de façon à régler certaines pathologies associées aux désordres
apoptotiques comme la sclérodermie où l’activité de cette voie semble importante
(136). Puisque l’acquisition d’un phénotype anti-apoptotique chez les fibroblastes
est une des caractéristiques du développement de la fibrose en SSc, la voie
PI3K!Akt pourrait aussi être ciblée pour prévenir plusieurs pathologies à caractère
fibrotique. Cependant, les effets de cette stratégie thérapeutique devront être
préalablement considérés pour l’ensemble de l’être vivant visé où la majorité des
cellules qui le composent utilise cette voie de signalisation.
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Toujours dans l’optique où les médiateurs libérés par des CE apoptotiques sont
en mesure d’induire une réponse pro-fibrotique sur leur environnement, nous
avons montré que le milieu SSC est en mesure d’induire chez le fibroblaste des
changements phénotypiques caractéristiques de la différenciation
myofibroblastique. En effet, nous avons décelé une augmentation de l’expression
protéique d’ a-SMA et de desmine en plus d’une augmentation de la formation de
fibres de stress intracellulaires et d’tine augmentation de la sécrétion de collagène
de type I et ce, chez les fibroblastes exposés pour 7 jours au milieu conditionné par
des CE apoptotiques. Comme il est connu que la voie PI3KJAkt joue aussi un rôle
important dans les mécanismes de différenciation myofibroblastique (227, 282),
entre autres via l’activation des intégrines et de la FAK, nous avons vérifié si le
LY294002 était en mesure de bloquer le processus de différenciation induit par le
SSC chez les fibroblastes. L’exposition de fibroblastes pour 7 jours au milieu SSC
en présence de LY294002 bloque l’expression d’ Œ-SMA, un marqueur spécifique
de la différenciation myofibroblastique (283). Ces derniers résultats suggèrent
donc que les facteurs solubles présents dans le milieu SSC sont en mesure
d’induire des mécanismes de différenciation myofibroblastique dépendants de la
voie PI3K. Encore ici, la voie PI3KJAkt pourrait être ciblée pour empêcher les
processus de différenciation myofibroblastique qui sont souvent caractéristiques de
pathologies fibrotiques comme la SSc (284). On a par ailleurs démontré qu’au
moins un des médiateurs présents dans le milieu SSC est un constituant de la
MEC, soit un fragment du domaine V du perlécan. En extrapolant quelque peu, on
peut s’imaginer que ce fragment de perlécan pourrait se lier à un récepteur de type
intégrine au niveau du fibroblaste ce qui résultera en une activation subséquente de
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la FAK, de la voie PI3K!Akt et de gènes caractéristiques au myofibroblaste. Tout
cela reste cependant à confirmer, mais nos résultats pounaient appuyer ces
processus de différenciation myofibroblastique intégrines dépendants. Davantage
d’expériences devront être réalisées avant de parvenir à isoler des protéines cibles
pouvant réguler le comportement du myofibroblaste dans notre système.
En regard avec l’ensemble de la littérature, il est pratiquement impossible de
dissocier TGf-B1 et différenciation rnyofibroblastique. Comme nous avons
caractérisé les médiateurs présents dans le milieu conditionné par des CE
apoptotiques et n’avons pas retrouvé de TGF-B1 (266), nous présentons ici deux
issues possibles quant aux rôles respectifs du milieu SSC et du TGF-B1 au niveau
de la différenciation de nos fibroblastes. Nous pensons donc que les médiateurs
solubles présents dans le milieu SSC sont soit en mesure d’induire un processus
direct de différenciation myofibroblastique ou soit en mesure de favoriser une
production autocrine de TGF-B1 chez le fibroblaste ce qui permettrait ensuite
d’activer ou d’amplifier les processus de différenciation. Dans le but de résoudre
cette énigme, nous avons dosé la quantité de TGF-B1 retrouvée dans le milieu
SSC avant et après exposition aux fibroblastes pendant 7 jours pour se rendre
compte que les fibroblastes étaient en mesure d’en sécréter quelque peu.
Théoriquement, la concentration de TGF-B1 retrouvée dans le milieu SSC après
exposition aux fibroblastes pour 7 jours n’est pas suffisante pour induire la
différenciation myofibroblastique, mais nous oriente davantage sur notre deuxième
hypothèse. En effet, cette concentration de TGF-B1, en collaboration avec les
médiateurs présents dans le milieu SSC, serait nécessaire à l’accomplissement des
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mécanismes de différenciation rnyofibroblastique. Nous sommes présentement en
train d’éclaircir cette avenue avec l’utilisation de techniques d’immunodéplétion et
d’anticorps neutralisant dirigées contre le TGF-31. Ceci sera d’autant plus
important puisque le TGF-B1 est aussi impliqué dans des mécanismes de survie
PI3KJAkt dépendants chez plusieurs types cellulaires dont les fibroblastes (285,
286). Par ailleurs, une attention particulière sera portée aux autres isoformes du
TGF-B, soient B2 et B3, qui sont aussi capables d’induire la différenciation de
fibroblastes en myofibroblastes in vitro (203).
Au cours de la réalisation de ce travail, d’autres expériences ont été et sont
encore menées en parallèle dans le laboratoire de façon à caractériser
biochimiquement les médiateurs solubles présents dans le milieu conditionné par
des cellules endothéliales apoptotiques (SSC). Certains d’entre eux, jusqu’ici, sont
capables d’induire un phénotype anti-apoptotique chez le fibroblaste et une
différenciation myofibroblastique. Brièvement, le milieu SSC a été concentré et
fractionné par FPLC (« Fast Protein Liquid Chromatography ») pour obtenir une
fraction bioactive qui, mise sur gel, révéla une bande majeure alors absente des
autres fractions inactives. L’analyse par spectrométrie de masse identifia la bande
comme étant un fragment C-terminal du perlécan, un protéoglycan de la
membrane basale (17$). En fait, les fragments reliés au perlécan qui ont été
caractérisés par cette technique font tous partie de l’extrémité C-terminale du
domaine V du perlécan. Tel que mentionné dans l’introduction de ce travail, le
domaine V du perlécan contient trois motifs homologues au domaine G de la
laminine-1, quatre motifs d’homologie EGF et une sérine servant d’ancrage à la
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sulfate de chondroïtine (CS) (287). En se fiant au poids moléculaire de la bande
identifiée en spectrométrie de masse et à la localisation des fragments au niveau du
perlécan, notre fragment de perlécan issu du milieu SSC devrait contenir un motif
d’homologie EGf, un motif homologue au domaine G de la laminine-l et la sérine
servant d’ancrage à la CS. Dans une étude qui a récemment été publiée, notre
laboratoire a démontré qu’un peptide synthétique de 36 a.a. (comprenant le motif
EGf et la sérine d’ancrage à la CS) et la sulfate de chondroïtine elle-même, sont
en mesure d’induire un effet de résistance à l’apoptose chez les CML (267). Par
contre, le perlécan entier n’est pas en mesure d’induire ce genre de phénotype ce
qui suggère que la protéolyse de son domaine V, en particulier comme les
fragments identifiés dans notre milieu SSC, s’avère nécessaire pour son activité
biologique. Le site exact de clivage du perlécan en N-terminal n’est pas encore
défini. On sait cependant que l’apoptose caspase dépendante des cellules
endothéliales est nécessaire à la relâche de facteurs anti-apoptotiques actifs à la
fois chez les CML et les fibroblastes. Le perlécan ne possède pas de site de
clivage connu pour les caspases ce qui suggère qu’une protéase, non identifiée à ce
jour et placée en aval de l’activation des caspases, serait responsable de la
protéolyse du domaine V.
En ce qui a trait plus spécifiquement à mon projet, nous avons vérifié si le
peptide synthétique de 36 a.a. (motif EGf) et la CS étaient en mesure de mimer les
effets préalablement observés chez les fibroblastes avec le milieu SSC complet.
Nous avons découvert que la CS inhibe l’apoptose induite par la carence en sérum
et ce pour une période de temps allant de 24 heures à 7 jours tandis que le motif
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EGF est aussi capable de le faire, mais seulement pour une période de 24 heures.
De plus, les mécanismes anti-apoptotiques activés par ces médiateurs miment ceux
activés par le milieu SSC à court terme la CS et le motifs EGF induisent un
phénotype anti-apoptotique PI3K dépendant chez le fibroblaste caractérisé par une
diminution de l’expression protéique de Bim tandis qu’à long terme, la CS induit
un phénotype anti-apoptotique PI3K dépendant associé à une augmentation de
l’expression protéique de Bd-Xi. En ce qui concerne les mécanismes de
différenciation myofibroblastique, à la fois le motif EGF et la CS sont en mesure
d’induire une expression PI3K dépendante de la protéine a-SMA, une protéine
caractéristique aux myofibroblastes (283). Par contre, ces deux médiateurs ne sont
pas en mesure d’induire une différenciation myofibroblastique aussi complète
qu’avec le milieu SSC puisque nous n’avons pas pu détecter une augmentation de
l’expression de desmine et une augmentation de la production de collagène de type
I chez les fibroblastes qui en étaient exposés. Ceci suggère donc que d’autres
médiateurs, non identifiés à ce jour, agissent en coopération avec le fragment du
domaine V du perlécan pour induire un phénotype myofibroblastique plus
spécialisé. On se doute bien aussi que l’effet anti-apoptotique apporté par notre
milieu SSC doit être activé par d’autres médiateurs que le perlécan. À ce sujet,
différentes études portant sur la caractérisation biochimique du SSC sont en cours
au laboratoire. Notamment, nous cherchons à comparer les patrons de facteurs
relâchés par les cellules endothéliales apoptotiques (SSC) versus les facteurs
relâchés par des cellules endothéliales où l’activité caspase est bloquée (avec le
zVAD-fmk) et ce, par une approche de gels 2D différentiels. Par ailleurs, nous
pouvons formuler d’autres hypothèses quant aux rôles potentiels du fragment du
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perlécan retrouvé dans le milieu SSC au sujet de la résistance à l’apoptose des
fibroblastcs et de la différenciation myofibroblastique. En effet, il est possible que
la structure tridimensionnelle du fragment y ait un rôle à jouer. Comme nous
avons utilisé un peptide synthétique de 36 a.a. représentant un motif EGF du
domaine V du perlécan, nous ne savons pas encore si la structure réelle du motif a
un effet sur notre système expérimental, par exemple sur l’expression de desmine
ou sur la production de collagène de type I chez le myofibroblaste. Des études de
clonage et de transfection sont présentement en cotirs au laboratoire pour évaluer
l’importance de la structure tridimensionnelle du fragment du perlécan sur le
comportement des fibroblastes. De plus, le fragment du domaine V du perlécan
identifié dans notre milieu SSC comporte un motif homologue au domaine G de la
laminine-1 qui pourrait aussi avoir des répercussions sur nos fibroblastes.
Il est intéressant de constater que le perlécan est un constituant majeur de la
MEC principalement retrouvé au niveau de la membrane basale des vaisseaux
sanguins, sur laquelle repose la couche de cellules endothéliales (183). Nous
savons aussi que la membrane basale joue un rôle important sur les processus
d’embryogénèse, de différenciation cellulaire et d’interactions cellule-MEC (17$).
Il devient alors facile d’imaginer que la cellule endothéliale in vivo, soumise à un
stress pro-apoptotique (comme une insulte à l’endothélium), puisse activer des
mécanismes protéolytiques qui mèneront au clivage du perlécan de la membrane
basale, ce qui permettrait ensuite au fragment du domaine V d’interagir avec les
cellules avoisinantes. Cette interaction cellcile-MEC pourrait être en mesure
d’induire les phénomènes de résistance à l’apoptose et de différenciation chez les
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fibroblastes; phénomènes observés au laboratoire et normalement associés à
plusieurs pathologies d’ordre fibrotique comme la MT et la SSc. Quant au rôle
des fibroblastes dans ces mécanismes, nous savons qu’ils possèdent des récepteurs
aux intégrines, lesquelles sont friandes d’éléments de la MEC et qui, pour
certaines d’entre elles, ont déjà été répertoriées dans des effets anti-apoptotiques et
pro-différenciation (227, 228). L’implication des intégrines dans notre système
reste cependant à confirmer, mais l’utilisation d’anticorps bloquant dirigés
spécifiquement contre les intégrines pourrait nous permettre d’y arriver dans un
avenir rapproché. Chose certaine, les résultats présentés dans ce travail portant sur
les effets du motif EGF et de la CS chez le fibroblaste ouvrent de nouvelles
avenues sur des mécanismes potentiellement impliqués dans la réponse pro
fibrotique activée suite à une atteinte endothéliale. La poursuite de ces études
nous aidera à mieux comprendre la relation pathophysiologique entre l’apoptose
des CE et le développement de la fibrose.
La MEC regorge d’éléments potentiellement actifs sur son environnement
cellulaire (288, 289). À l’inverse la cellule regorge de mécanismes
potentiellement actifs sur son environnement extérieur, soit la MEC. Les
interactions exercées entre ces deux composantes sont essentielles au bon
fonctionnement de ceux-ci et de l’être vivant qui en dépend. Les intégrines ont un
rôle connu sur la survie de plusieurs types cellulaires (290). Plusieurs des voies de
signalisation qui s’en trouvent activées ont été caractérisées, mais c’est la voie
d’activation de la FAX qui attire le plus d’attention. Dans beaucoup de types
ceiltilaires, l’activation de la FAX survient suite à la liaison des intégrines à la
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MEC et entraîne subséquemment l’activation de la voie PI3KIAkt (258-260). À
cet effet, l’intégrine Bi chez le fibroblaste a déjà été associée à ce type de
mécanisme (228). D’autres études ont par ailleurs montré l’importance de la
régulation des protéines apoptotiques Bim et Biti dans les mécanismes de survie
cellulaire intégrine dépendants (257, 290). Plus spécifiquement, le récepteur EGF
a déjà été impliqué dans l’inhibition de l’expression protéique de Bim dans des
processus anti-apoptotiques intégrine dépendants (257), ce qui fait un étrange
parallèle avec nos résultats. Donc, en regard avec les résultats présentés dans ce
travail, nous pouvons suggérer qu’un ou des récepteurs intégrines soient
responsables de la régulation moléculaire de l’effet anti-apoptotique apporté par
les médiateurs issus de CE apoptotiques sur les fibroblastes. En effet, la voie PI3K
identifiée comme un joueur important dans l’acquisition du phénotype anti
apoptotique chez le fibroblaste et la caractérisation d’un fragment du domaine V
du perlécan (soit un élément de la MEC) comme un des médiateurs actifs contenus
dans le milieu SSC sont deux faits appuyant notre hypothèse. Quant au
phénomène de différenciation myofibroblastique, il pourrait lui aussi être
dépendant de l’action des intégrines. Il est en fait connu que le myofibroblaste a
besoin de s’agripper à la MEC pour se différencier complètement (112). L’étude
publiée dernièrement par Thannickal et aï. va aussi en ce sens où il montre que la
différenciation myofibroblastique induite par le TGF-B1 est dépendante de
l’activation de la FAK via l’action des intégrines au niveau de l’adhésion cellulaire
(figure 4) (227). En ce qui concerne nos résultats obtenus sur l’activité du
fragment du domaine V du perlécan (motif EGF et CS) et sur les concentrations de
TGF-B1 retrouvées dans nos milieux de culture, nous nous proposons de modifier
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quelque peu la représentation schématique proposée par Thannickal et al. au sujet
des processus de différenciation myofibroblastique. Brièvement, notre milieu
conditionné par des CE apoptotiques est en mesure d’induire la différenciation
myofibroblastique suite à une interaction cellule-MEC. S’en suit une activation de
la fAK, de la voie PI3KIAkt et des processus caractéristiques de la différenciation
myofibroblastique qui en découlent comme, par exemple, l’expression de TGF-B1
et d’ Œ-SMA et l’augmentation des fibres de stress. L’infime quantité de TGF-Bl
ainsi produite pourrait amplifier, par une boucle autocrine, les processus de
différenciation myofibroblastique pour favoriser un phénotype plus spécialisé ou
tout simplement plus stable (figure 5). Ceci reste cependant un modèle
hypothétique, mais nous sommes en voie de le confirmer d’autant plus que
l’inhibition de la fAK semble atténuer l’effet anti-apoptotique chez les
fibroblastes exposés au milieu SSC (données non publiées, Laplante 2004). Son
rôle sur la différenciation myofibroblastique n’a pas encore été évalué.
La MEC regorge aussi de facteurs de croissance qui sont en mesure
d’influencer certaines fonctions cellulaires. En fait, la MEC joue un rôle actif dans
la mobilisation des molécules de croissance qui viendront réguler le
comportement des cellules environnantes en plus de jouer un rôle passif dans la
séquestration de ces dits facteurs (235). La MEC est capable de contrôler la
diffusion de facteurs solubles permettant alors un approvisionnement local
constant de molécules biologiquement actives et ce, même sans la production de
nouveaux facteurs (235). Les facteurs de croissance normalement retrouvés au
niveau de la MEC ont la capacité de s’y lier grâce à certains protéoglycans portant
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Signalisation dépendante de l’adhésion
Figure 4. Représentation schématique proposée par Thannickal et aï sur la
différenciation myofibroblastique induite par le TGF-B1 (227). La liaison du
TGF-B1 à la cellule fibroblastique entraîne la dimérisation et l’activation du
récepteur spécifique au TGFB1. S’en suivra une activation et phosphorylation
rapide des protéines Smad qui agiront ensuite à titre de facteurs transcriptionnels
sur l’expression de gènes propres à la différenciation myofibroblastique. D’autres
voies indépendantes aux Smad, non identifiées à ce jour, pourraient aussi être
activées dans ces processus. Par contre, l’activation et la phosphorylation de la
FAK dépend de l’activation des Smad et est associée à l’expression des sous-
unités intégrines et à la production de collagène et de fibronectine, le tout étant
médié par la liaison du TGf-B i à son récepteur. La signalisation par les intégrines
via l’activation de la FAK est essentielle à l’établissement d’un phénotype
myofibroblastique stable.
Signalisation indépendante de t ‘adhésion
T3RI
Cytoplasme
Différenciation myofibroblastiqne:
expression d’a-SMA (fonction contractile)
formation fibres de stress
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Figure 5. Modèle hypothétique adapté de Thannickal et al. sur la différenciation
myofibroblastique induite par les médiateurs issus de CE apoptotiques. Nous
proposons ici que le TGf-B 1 pourrait agir à titre de support ou d’amplificateur aux
processus de différenciation myoflbroblastique induits par le motif EGF et la
sulfate de chondroïtine, soient deux médiateurs présents sur le fragment C-terminal
du domaine V du perlécan retrouvé dans notre milieu S$C. En fait, la liaison d’un
de ces médiateurs, qui sont en fait des constituants de la MEC, à la cellule
fibroblastique serait en mesure d’activer la voie de signalisation intégrine
dépendante menant à l’activation de la fAK, de la PI3K et à la phosphorylation de
Akt qui pourra ensuite agir à titre de facteur trancriptionnel sur l’expression de
gènes caractéristiques au myofibroblaste. Dans notre système expérimental,
l’activité PI3K est essentielle à la différenciation myoflbroblastique. Nous avons
par ailleurs détecté que nos fibroblastes étaient en mesure de sécréter un peu de
TGF-B1 qui est initialement absent du milieu de culture. Il est donc possible que
la liaison du fibroblaste à l’un de nos médiateurs présents dans le milieu SSC
Matrice Exfracellulaire
Différenciation myofibroblastique:
expression d’a-SMA (fonction contractile)
formation fibres de stress
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active la voie intégrine dépendante pour favoriser la production de TGF-B1 qui,
par une boucle autocrine, viendra amplifier ou appuyer les mécanismes de
différenciation myofibroblastique. Il faut aussi considérer la possibilité que les
médiateurs présents dans le milieu SSC puissent induire la différenciation
myofibroblastique par des voies de signalisation que nous n’avons pas encore
étudiées.
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des chaînes latérales composées de glycosaminoglycans (291). Pour être actifs,
certains facteurs de croissance comme le TGF-B1 et le PDGF ont besoin d’être
clivés suite à une protéolyse de la matrice (292). Cependant, des fragments de la
MEC peuvent aussi être clivés suite à cette protéolyse et certains d’entre eux,
comme nous le proposons ici avec le perlécan, ont une activité biologique
reconnue (267, 293). Il est convenu de penser que ces observations supportent
l’idée que les facteurs de croissance et les protéines de la MEC collaborent
ensemble de façon à créer des environnements cellulaires distincts qui régulent des
processus biologiques comme la prolifération, l’apoptose et la différenciation
(235). La conséquence biologique de cette collaboration est déterminée par le
contrôle de la relâche des facteurs bioactifs. En se fiant aux différentes
composantes de la MEC et aux différents facteurs de croissance, on peut imaginer
une grande variété et complexité d’interactions entre la cellule et la MEC. En ce
sens, les résultats présentés dans ce travail ne devraient représenter qu’une partie
des conséquences de l’apoptose endothéliale sur la relâche de médiateurs solubles
actifs sur son environnement. D’autres facteurs présents dans le milieu SSC, que
nous tenterons d’identifier, pourraient avoir des activités biologiques spécifiques
sur le comportement des fibroblastes. Certains d’entre eux pourraient, en effet,
être responsables de l’expression de la desmine et de la production de collagène de
type I chez le myofibroblaste. La réponse du fibroblaste exposé aux médiateurs
issus de CE apoptotiques est sans aucun doute plus complexe que celle décrite
dans ce travail, mais nous travaillons toujours à la définir davantage. Nos résultats
suggèrent donc que I’apoptose des CE représente un mécanisme permettant
l’induction de la protéolyse de la MEC qui a son tour libère des facteurs bioactifs
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sur la résistance à l’apoptose des fibroblastes et sur la différenciation
myofibroblastique, soient deux processus caractéristiques au remodelage tissulaire
normal. En fait, l’apoptose des CE constitue une étape initiale dans les processus
de réparation normaux, mais la production constante des facteurs issus de cette
apoptose devient alors potentiellement responsable du développement de
pathologies à caractère fibrotique comme la sclérose systémique.
Les caractéristiques de la SSc font un parallèle plus qu’intéressant avec les
résultats obtenus dans ce travail quant à la résistance à l’apoptose des fibroblastes
et la différenciation myofibroblastique induites par les médiateurs issus de CE
apoptotiques. L’ensemble des mécanismes responsables de ces effets, qui ont été
caractérisés dans ce projet de maîtrise, s’apparente aux mécanismes responsables
du développement de la fibrose chez les gens atteints de SSc et ce, à partir du tout
début du processus. Bien que le développement de cette maladie s’effectue en
plusieurs étapes, il a été montré que l’apoptose des cellules endothéliales constitue
un événement pathogénique primaire dans l’établissement de la réponse fibrotique
subséquente (151, 294). La relation exacte entre les anormalités de l’endothélium
et le comportement pathologique des fibroblastes n’est pas tout à fait connue, mais
nos résultats obtenus au laboratoire peuvent nous apporter quelques indices à ce
sujet. Nous avons vérifié si les médiateurs caractérisés dans notre milieu
conditionné par des CE apoptotiques, soient la CS et le motif EGF, étaient en
mesure d’induire un phénotype anti-apoptotique chez des fibroblastes issus de
lésions de patients atteints de sclérodermie. Cette expérience avait pour but
d’évaluer l’importance clinique potentielle de nos médiateurs sur la fibrogénèse.
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Nous avons, en fait, montré que ces fibrobÏastes scÏéroderrniques disposent d’une
sensibilité accne à l’activité anti-apoptotique des médiateurs (CS et motif EGF)
en comparaison avec des fibroblastes issus de contrôles normaux. Il est connu que
la survie prolongée des fibroblastes en SSc mène à une augmentation du nombre
de cellules fibroblastiques et à une augmentation de la déposition d’éléments de la
MEC causant ainsi la progression de la fibrose (163). À cet effet, la CS et le motif
EGF doivent être considérés comme des suspects potentiels dans l’établissement
des processus fibrotiques puisqu’ils sont en mesure d’induire un phénotype de
résistance à l’apoptose au niveau de fibroblastes normaux et sclérodermiques en
plus d’induire la différenciation myofibroblastique. D’autres parallèles
intéressants peuvent aussi être faits entre nos résultats et la littérature existante au
sujet de la sclérose systémique. Entre autres: tout comme les fibroblastes issus de
patients atteints de SSc, nos fibroblastes WI-38 exposés aux médiateurs issus de
CE apoptotiques sont en mesure de sécréter davantage de collagène de type I
(15$). Aussi, Jun et al. ont montré une augmentation de l’activation de Akt chez
les fibroblastes issus de patients sclérodermiques en comparaison avec des
fibroblastes normaux. De notre côté, nous avons aussi détecté une augmentation
de l’activation de Akt chez les fibroblastes exposés au milieu conditionné par des
CE apoptotiques. Dans les deux cas, la voie PI3KJAkt a été impliquée dans
l’acquisition du phénotype anti-apoptotique chez le fibroblaste (136).
Les résultats présentés dans ce travail suggèrent que I’apoptose des CE mène à
la libération de médiateurs solubles actifs sur les constituants de la paroi
vasculaire. En fait, notre système expérimental utilisé pour nos recherches nous
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permet d’affirmer que l’apoptose des CE représente un facteur initial important
dans les processus de réparation tissulaire normaux et pathologiques. Ainsi,
l’apoptose des CE permet à la fois le retrait de la cellule destinée à mourir et à la
fois la protéolyse de la MEC. Cette protéolyse permet la libération de facteurs
bioactifs sur les fibroblastes, ce qui se caractérise par l’acquisition d’un phénotype
anti-apoptotique et par une différenciation myofibroblastique, le tout sous contrôle
de la voie PI3KJAkt. Le fibroblaste peut alors effectuer son travail ati niveau du
tissu en réparation où il participera au remodelage de la MEC endommagée pour
finalement disparaître et laisser place à une cicatrisation normale. Cependant, une
activation excessive de ces mécanismes, soit par une production persistante de
médiateurs issus de l’apoptose endothéliale ou soit par une sensibilité accrue des
fibroblastes à ces médiateurs, serait source de pathologies fibrotiques comme la
SSc où le fibroblaste ne cesse de remodeler la MEC.
5. CONCLUSION
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L’apoptose des cellules endothéliales est répertoriée comme un évènement
déclencheur initial impliqué dans une multitude de pathologies comme
l’athérosclérose, la MT et la SSc (136). Comme nous l’avons démontré au
laboratoire, les CE apoptotiques ont aussi la capacité d’induire, de par une
production autocrine et paracrine de médiateurs solubles, des processus de
réparation nonnaux suite à une insulte endothéliale et ce, au niveau des CE, des
CML et des fibroblastes où chaque type cellulaire a une fonction spécifique dans
ces mécanismes. Cependant, une activation soutenue de l’apoptose endothéliale
peut mener à une production excessive de médiateurs pro-réparation qui pourront
alors être considérés comme pro-fibrotiques et responsables du développement des
pathologies ci-haut mentioimées. En fait, il y sera possible d’observer un
remodelage tissulaire perpétuel qui se caractérisera par une production excessive
de MEC menant au développement de la fibrose. Les fibroblastes jouent d’ailleurs
un rôle important au niveau de cette réponse.
Nos résultats présentés dans ce travail améliorent la compréhension des
mécanismes impliqués dans la fibrose vasculaire et la fibrose en général. Nos
résultats permettent maintenant de lier l’apoptose des cellules endothéliales avec le
développement de certains processus fibrotiques. En fait, il est connu que la
différenciation persistante de fibroblastes en myofibroblastes et le manque
d’apoptose de ces constituants cellulaires durant la phase finale de réparation du
tissu sont impliqués dans l’initiation de la fibrose vasculaire suite à une insulte
endothéliale. Les mécanismes impliqués dans ces processus n’ont jamais été bien
caractérisés. Notre groupe a identifié un fragment du domaine V du perlécan
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comme l’un des médiateurs bioactifs présents dans le milieu conditionné par des
cellules endothéliales apoptotiques. Un motif EGf et la sulfate de chondroïtine
présents sur ce fragment sont en mesure d’induire un phénomène de résistance à
l’apoptose chez les fibroblastes en plus d’induire la différenciation
myofibroblastique. Nous avons aussi isolé une importante voie de signalisation
impliquée dans ces processus, soit la voie PI3KIAkt, ce qui offre une bonne cible
thérapeutique pour la régulation du comportement des fibroblastes. Une
réparation fructueuse de l’endothélium pourrait alors être favorisée tout en limitant
le développement de la fibrose du fait que le comportement des CE, des CML et
des fibroblastes face aux médiateurs présents dans le milieu SSC est régit par
différentes voies de signalisation (respectivement PKC, MAPK et PI3K telles que
mentionnées plus tôt), ce qui offre plusieurs avenues thérapeutiques. En ce qui
attrait à l’étude présentée dans ce travail, la voie PI3KJAkt influence à la fois les
niveaux protéiques de Bim et de Bcl-Xl de façon à induire la résistance à
l’apoptose chez le fibroblaste et les niveaux protéiques d’ Œ-SMA caractéristiques
à la différenciation myofibroblastique.
Selon nos résultats, les cellules endothéliales apoptotiques libèrent un fragment
du domaine V du perlécan d’une façon caspase dépendante, mais l’identité exacte
de l’enzyme responsable du clivage du perlécan n’est pas encore connue. Par
ailleurs, les cellules endothéliales apoptotiques doivent assurément libérer d’autres
médiateurs bioactifs sur leur environnement qui n’ont pas encore été caractérisés.
Chose certaine, la compréhension des mécanismes impliqués dans la relâche des
facteurs solubles de réparation en plus de la caractérisation de ces dits facteurs et
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de leurs mécanismes d’action sur les constituants de la paroi vasculaire nous
offriront une opportunité unique de développer de nouvelles stratégies visant à
encourager une réparation tissulaire efficace et à inhiber le remodelage
pathologique.
C’est donc à ce titre que je mentionnais plus tôt que l’apoptose ne doit plus être
considérée comme un processus de mort cellulaire silencieux, mais bien comme un
processus actif stir son environnement. Il est clair qu’au cours des années, les
organismes vivants, dont nous faisons partie, ont développé des mécanismes de
protection contre l’insulte. En fait, l’apoptose des cellules endothéliales et les
répercussions paracrines de ce suicide que nous avons observées chez les
fibroblastes dans cette étude en sont un bon exemple. Par contre, une chronicité de
l’insulte au niveau de l’endothélium pourrait potentialiser la relâche de facteurs
paracrins ce qui perpétuera l’activité du remodelage vasculaire, le tout favorisant
le développement de la fibrose.
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